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Reaktionen zwischen Zuckern und Aminosiduren IV. 


Krystallisierte Dipeptid-glucoside und ihre Spaltung 
in Abhangigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration. 


Von 
Kurt Maurer und Bruno Sehiedt. 


(Aus dem chem. Laboratorium der Universitit Jena.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Oktober 1934.) 


Die Synthesen von Aminosiiure- und Peptid-glucosiden aus 
Acetohalogenosen und den Estern von Aminosiuren bzw. Peptiden 
fiihren allgemein zu acetylierten Glucosiden, von denen eine ganze 
Reihe bereits beschrieben worden ist’) Unbefriedigend waren 
bisher die Ergebnisse bei der Darstellung acetylfreier Verbindungen, 
die fiir das weitere Studium der ganzen Verbindungsklasse von 
besonderer Bedeutung sind. In krystallisierter Form sind bisher nur 
erhalten worden das Sarkosinamid-glucosid und das Glycin- 
ester-glucosid. Wir haben deshalb durch eingehendes Studium 
verschiedener Verseifungsmethoden versucht, die Reihe dieser 
Verbindungen zu erweitern. Die Schwierigkeit liegt grundsitzlich 
darin, daB die N-glucosidische Bindung nicht nur gegen Siuren, 
sondern auch gegen Alkalien empfindlich ist, fiir die Verseifung 
also nur wenige Methoden in Frage kommen. 

Methylalkoholisches Ammoniak fiihrte in allen untersuchten 
Fallen zu den entsprechenden Amidglucosiden, dessen einfachster 
Vertreter durch folgende Formel wiedergegeben wird. 

CH,OH - CH -CHOH-CHOH-CHOH- “- - N(CH,) - CH,CONH, 

| i cso | 


Diese Amide krystallisieren nur in vereinzelten Fallen, lassen 
sich aber durch Reacetylierung in krystallisierte Acetate zuriick- 
verwandeln, die aufer an den Zuckerhydroxylen auch an der 
Amidgruppe ein Acetyl aufnehmen. 

Verseift man mit der berechneten Menge Natriumalkoholat, 
so scheiden sich in wenigen Sekunden die Natriumsalze der 











1) II. Mitt., Diese Z. 213, 110 (1932). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX XXI. ] 
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Glucoside ab. Diese krystallisieren zwar nicht, sind aber doch recht 
rein, wie die Analysen zeigen. Um zu priifen, ob die N-glucosi- 
dische Bindung noch unversehrt ist, wurde mit dem Natriumsalz 
des Sarkosinglucosides folgende Versuchsreihe durchgefihrt: In 
methylalkoholischer Lésung wurde das mit der berechneten Menge 
Siure freigemachte Sarkosinglucosid mit Diazomethan methyliert 
und der entstandene Ester mit alkoholischem Ammoniak in das 
krystallisierte Amidglucosid zuriickverwandelt. In analoger Weise 
wurden die Natriumsalze von Sarkosylglycin-, 1-Phenylglycin und 
Glycyl-glycin-glucosid als amorphe Substanzen erhalten. 

Die Verseifung mit Methylamin in wasserfreien Medien zeitigte 
kein bemerkenswertes Ergebnis. 

In der Reihe der Dipeptid-glucoside, die als Substrat fiir 
Fermentspaltungen besonders wichtig erscheinen, konnten in zwei 
Fallen Erfolge erzielt werden. Von allen gepriiften Substanzen 
krystallisierten das Glycyl-glycinamid-glucosid und das 
Glycyl-l-phenylglycinamid-glucosid. Die erstgenannte Ver- 
bindung schmeckt siiB, gibt mit Kupfersulfat die Biuretreaktion 
und mit Fehlingscher Lésung kriftige Reduktion in der Wirme. 
Die Reacetylierung fihrt zu einem Pentaacetat, das auffallend 
leicht in Wasser léslich ist und bei der Verseifung wieder das 
Amid liefert. Das Glycyl-l-phenylglycinamid-glucosid wurde aus 
dem neu aufgebauten Acetat mit alkoholischem Ammoniak erhalten. 
Wendet man das Racemat des Peptidesters bei der Synthese an, 
so gelingt es nicht, krystallisierte Produkte darzustellen. 

In wiaBriger Lésung sind die beschriebenen Glucoside be- 
stindig. In n/10-Salzsiure wird Sarkosinamid-glucosid sofort quanti- 
tativ zerlegt, das Glycyl-glycinamid-glucosid im Laufe von 3 Stunden. 
Bei einem p,, von 4,5 (Phosphatpuffer) werden beide Substanzen 
langsam gespalten. In n/10-Natronlauge ist das Dipeptid-glucosid 
vollig bestiindig, wahrend das Sarkosinamid-glucosid langsam hydro- 
lysiert wird. Die Angaben beziehen sich auf Zimmertemperatur. 


Versuchsteil. 


Tetraacetyl-glycyl-glycinester-glucosid. Zur Darstellung des 
Tetraacetyl-glycyl-glycinester-glucosids in gréBeren Mengen, wie sie zur 
Durchfiihrung der Verseifung nétig waren, ist die Eulersche Arbeitsweise ') 
infolge der sehr kleinen Ansiitze umstiindlich und zeitraubend und deshalb 
nicht geeignet. Folgendes Verfahren vermeidet diese Ubelstiinde und umgeht 
auch die Gefahr einer starken Braunfiirbung und damit Verderben eines 
Ansatzes. 


‘) Liebigs Ann. 487, 163 (1981). 
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Reaktionen zwischen Zuckern und Aminosiiuren IV. 3 


3,2 g Glycyl-glycinester werden in 3 cem Chloroform bei 50° gelést 
und dazu 4,1 g Acetobromglucose gegeben. Durch Umschiitteln und Er- 
wirmen auf dem Wasserbad wird vollstiindige Lésung erreicht. Die 
Schmelze firbt sich nach und nach gelb und gleichzeitig krystallisiert Ester- 
bromhydrat aus. Nach 12 Stunden wird mit Chloroform verdiinnt, abgesaugt, 
mit Eiswasser gewaschen und im Vakuum eingedampft. Der dabei meist 
schon erstarrende Sirup wird in wenig Alkohol heiB gelést. Beim Erkalten 
krystallisiert das Glucosid aus. Ausbeute 1g. Durch Umkrystallisieren 
aus 50°/, Methanol erhilt man das Glucosid ohne Verlust in rein weiBen 
Krystallen. Schmelzp. 140°. fa]p =— 2,0° (in CHCI,). 


Glycyl-glycinamid-glucosid. 38 g Tetraacetyl-glycyl-glycinester- 
glucosid werden mit 100 ccm methylalkoholischem Ammoniak iibergossen 
und durch hiufiges Umschiitteln in Lésung gebracht. Nach 2 Tagen wird 
die leicht gelb gefiirbte Lésung im Vakuum eingedampft. Der zuriick- 
bleibende Sirup laBt sich mit Alkohol zu einem Pulver verreiben, das an 
der Luft aber wieder verschmiert. Es wird deshalb in der Hitze in reichlich 
Methanol gelést, mit Tierkohle geschittelt und auf etwa 20 ccm im Vakuum 
eingedampft; man versetzt vorsichtig mit Athanol, bis die entstehende Triibung 
beim Umschiitteln gerade wieder verschwindet. Beim Aufbewahren im Eis- 
schrank setzen sich an der Glaswand undeutliche Krystalle ab, die an 
einzelnen Stellen zu kleinen Pilzen vereinigt sind. Die so gereinigte Substanz 
ist nicht mehr hygroskopisch; sie wird in der eben nétigen Menge Wasser 
gelést und mit dem 3fachen Volumen Alkohol versetzt, nach einigem Stehen 
krystallisiert das Glycyl-glycinamid-glucosid in schénen schriig abgeschnit- 
tenen Stiibchen. Schmelzp. 118° unter Zers. 

Die Substanz ist spielend léslich in Wasser, miBig léslich in heiBem 
Methanol und schwer léslich in Athanol, in allen anderen Solventien unlislich. 

Die wiBrige Lisung gibt mit einigen Tropfen Fehlingscher Lésung 
eine kriftige Biuretfirbung, in der Wirme rasche Reduktion. Die Substanz 
schmeckt siiB. 

Hat man erst einmal Krystalle, so macht die weitere Gewinnung 
krystallisierter Substanz keine Schwierigkeiten. Das Glucosid scheidet sich 
dann hiufig schon beim Abdampfen des Methanols krystallisiert aus, der 
Rest durch Zugabe von Alkohol. 


1 , 
— 026-100 = — 6,06° in Wasser (bleibt konstant). 


OO se 
tel” = 9 7074-2-20 
3,462, 3,563 mg Subst.: 0,432 (22°, 748 mm), 0,450 (23°, 747 mm) cem N. 
C,,Hi00,N, (293) Ber. N 14,38 Gef. N 14,21, 14,31. 


Hept-acetyl-glycyl-glycinester-cellobiosid. 3,5 g Acetobromcello- 
biose werden mit 1,6 g Glycylglycinester kondensiert und wie iiblich auf- 
gearbeitet. Der resultierende Sirup gesteht nach einigen Tagen zu einer 
Gallerte, die abgesaugt und getrocknet ein schwach gelbes Pulver darstellt. 
Die Substanz scheidet sich aus Alkohol wieder gallertig ab und trotzt allen 
weiteren Krystallisationsversuchen. Der Schmelzpunkt liegt unscharf bei 
105°. Fehlingsche Lésung wird kriftig reduziert. 


Pentacetyl-glycyl-glycinamid-glucosid. 0,5 g Glycyl-glycinamid- 
glucosid werden mit 10 cem Pyridin—Acetanhydrid iibergossen. Uber 
1* 








ion AA et A ns cena 





4 Kurt Maurer und Bruno Schiedt, 


Nacht erfolgt unter schwacher Gelbfiirbung vollstindige Lisung. Es wird 
im Vakuum eingedampft und der schon erstarrende Sirup mit wenig 
absolutem Alkohol verrieben. Nach kurzem Stehen im Eisschrank kann 
die ausgeschiedene Krystallmasse abgesaugt werden. Zur Reinigung wird 
in wenig Alkohol hei8 gelést, beim Erkalten krystallisieren kleine Nadeln, 
der Rest wird mit Ather gefillt. Die Substanz schmilzt bei 146°; sie ist 
leicht léslich in Alkohol, Chloroform und iiberraschend gut léslich in 
kaltem Wasser. Fehlingsche Lésung wird beim Erhitzen kriftig redu- 
ziert. Ausbeute: 0,5 g. 





+ 0,15-100 
ra ie 0; 
[a2] 0,0496 «2-20 + 7,56° in CHCl, . 
4,338 mg Subst.: 0,327 cem N (23°, 752 mm). 
C,,H2,0,2N, (503) Ber. N 8,35 Gef. N 8,62. 


Beim Verseifen mit methylalkoholischem Ammoniak wird das Glycyl- 
glycinamid-glucosid zuriickerhalten. 


Verseifung mit Natrium-dthylat. — 1. Na-Salz vom Sarkosin- 
glucosid. 5g Tetraacetyl-sarkosinesterglucosid’) werden mit 50 ecm 
absolutem Alkohol iibergossen und mit einer Lésung von 1,25 g Natrium 
in 50cem Alkohol versetzt. Beim Umschiitteln entsteht nach wenigen 
Augenblicken ein weiBer Niederschlag, der breiartig die ganze Fliissigkeit 
erfiillt. Nach kurzem Erwirmen auf dem Wasserbad wird abgesaugt, mit 
Alkohol und Aceton gewaschen und im Vakuumexsiccator getrocknet. Das 
Salz ist ein weiBes Pulver ohne erkennbare Struktur, zersetzt sich bei 
110—120° und reduziert kraftig Fehlingsche Lésung. Es ist leicht léslich 
in Wasser und Methanol, aus dem es sich mit Athylalkohol ausfillen 1aBt. 





0,80-100 : " 
[a], = 0 aae 2.00 ~ + 19,32° (konstant) in Wasser. 
’ °° 
— 0,75- : 
) . . 


5,400 mg Subst.: 0,245 cem N (23°, 735 mm). — 0,178 g Subst.: 
0,0481 ¢ Na,SO,. 
C,H,,0,N Na (273) Ber. N 5,13 Na 8,43 Gef. N 5,06 Na 8,75. 


Hervorzuheben ist, daB das Glucosid in der wiBrigen Lisung seines 
Na-Salzes nicht gespalten wird. 

2g des Na-Salzes werden in 150 ccm Methanol gelist, langsam 0,35 g 
konzentrierte Schwefelsiure zugegeben und das ausgefallene Natriumsulfat 
rasch abgesaugt. Die Lésung wird mit itherischem Diazomethan bis zur 
bleibenden Gelbfirbung versetzt, wobei ein ausfallender Niederschlag mit 
Methanol wieder in Liésung zu bringen ist. Nach Stehen iiber Nacht wird 
im Vakuum eingedampft, der Riickstand mit absolutem Methanol aufge- 
nommen und mit 20 ecem methylalkoholischem Ammoniak versetzt. Nach 
24 Stunden wird eingedampft und der Riickstand mit Athylalkohol ver- 
rieben, wobei er nach kurzer Zeit fest wird. In sehr wenig Wasser gelést, 
vorsichtig mit Aceton versetzt und von sofort ausgeschiedenen Flocken 


') K. Maurer, Ber. chem. Ges. 59, 857 (1926). 
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Reaktionen zwischen Zuckern und Aminosiuren IV. 5 


abfiltriert, scheiden sich nach kurzem Stehen kleine Nadeln des Sarkosin- 
amidglucosids aus. Schmelzp. 170°. 

2. Na-Salz vom 1-Phenylglycin-glucosid. 2g Tetraacetyl- 
|-phenylglycinester-glucosid') in 50 cem Alkohol werden mit 0,57 g Na in 
20 cem Alkohol versetzt und erwiirmt. Dic Lésung firbt sich gelb und 
laBt nach einigen Minuten einen Niederschlag fallen, der wie oben be- 
handelt wird. Das gelbe Pulver sintert bei 125° und schmilzt bei 133° 
(unter Zers.). 


ee — 0,75-100 : 

[ep] = - see — = — $1,25° in Methanol. 
— 0,78-100 , 

[alp = - , = — 33,0° in Wasser. 


0,1182-20 
4,886 mg Subst.: 0,190 cem N (23°, 745 mm). 
C,,H,,0,N Na (335) Ber. N 4,18 Gef. N 4,40. 
8. Na-Salz vom Sarkosylglycin-glucosid. 1g Tetraacetyl- 
sarkosylglycinester-glucosid”) werden auf die gleiche Weise mit 0,28 g 


Natrium verseift, wobei ein weifes Pulver resultiert. Es sintert bei 145° 
und zersetzt sich bei 160°; reduziert etwas langsamer. 


+ 0,70+100 a 
[ap] = 0,100-2-20 =-+ 17,5° In Methanol. 
+ 0,32-100 
[ab = —5 1044-20 
5] — 
4,661 mg Subst.: 0,334 cem N (23°, 752 mm). 


C,,H,,0,N,Na (830) Ber. N 8,48 Gef. N 8,18. 


= + 15,32° in Wasser. 


4. Na-Salz von Glycylglycin-glucosid. 2g Tetraacetyl-glycyl- 
glycinester-glucosid werden wie oben mit 0,47 g Natrium verseift. Das 
erhaltene Salz ist schwach gelb gefiirbt und zersetzt sich bei 110—115°. 

‘ap) = + 0140-100. 

DJ “0,1400- 2-20 
+ 0,15+100 

lal = 9 7024-20 

4,898 mg Subst.: 0,390 cem N (23°, 752 mm). 

C,oH,,0,N.Na (316) Ber. N 8,86 Gef. N 9,08. 


= + 7,14° in Methanol. 


= + 7,32° in Wasser. 





Chloracetyl-phenylglycin. 15 g racemisches Phenylglycin werden 
in 65 ecm 2 n-Natronlauge gelést und unter starker Kiihlung in kleinen 
Portionen abwechselnd mit 13 g Chloracetylchlorid*) und 60 cem 2 n-Natron- 
lauge versetzt. Wenn der Geruch des Siurechlorids verschwunden ist, wird 
mit 20 cem 5 n-Salzsiure angesiiuert. Das Chloracetyl-phenylglycin fiallt 





1) K. Maurer u. Br. Schiedt, Diese Z. 213, 110 (1932). 
*) K. Maurer u. Br. Schiedt, Diese Z. 206, 125 (1932). 
8) Aus Monochloressigsiure und Thionylchlorid leicht zu erhalten. 
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sofort als Sirup aus, der beim Reiben und Abkiihlen fest wird. Um es 
von gleichzeitig ausgeschiedenem unveriindertem Phenylglycin zu trennen, 
werden 150 ccm Chloroform oder 100 cem Essigester zugegeben und durch 
Schiitteln der Niederschlag in Lésung gebracht. Bei gréBeren Ansiitzen 
ist es zweckmaéBig, das Liésungsmittel vor dem Ansiiuern zuzusetzen. Die 
Chloroform- bzw. Essigesterschicht wird abgetrennt, mit Na,SO, getrocknet 
und im Vakuum auf etwa ein Viertel eingedampft. Auf langsamen Zusatz 
von Petrolither krystallisiert das Chloracetyl-phenylglycin aus. Es ist 
spielend léslich in Aceton und Essigester, léslich in Chloroform, Benzol und 
Alkohol. Aus heiBem Wasser krystallisiert es in glinzenden Blittchen. 
Schmelzp. 128°. Ausbeute 15 g. 


4,620 mg Subst.: 0,243 cem N (23°, 752 mm). 
C,,H,,>O0,;NCl (227,5) Ber. N 6,15 Gef. N 6,00. 


In analoger Weise erhilt man aus dem ]-Phenylglycin') das Chloracetyl- 
l-phenylglycin, das aus heiBem Wasser in spieBartigen Nadeln krystallisiert. 
Schmelzp. 127—128°. 


Die Léslichkeitsverhiltnisse sind die gleichen. 


—3,7-100 


[ely = 


2,954 mg Subst.: 0,160 cem N (23°, 745 mm). 
C,,H,,O,NC1 (227,5) Ber. N 6,15 Gef. N 6,12. 


Glycyl-phenylglycin. 20 g¢ Chloracetyl-phenylglycin werden mit 
200 cem 25°/,igem Ammoniak itibergossen und unter ofterem Umschiitteln 
4 Tage bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Die schwach gelbe Lésung 
wird nach dem Filtrieren im Vakuum eingedampft, der entstandene Krystall- 
brei abygesaugt und mit wenig kaltem Wasser gewaschen. Ausbeute: 10 g. 
Durch Eindampfen der Mutterlauge lassen sich noch weitere 3—5 g ge- 
winnen. 

Das Dipeptid lést sich wenig in kaltem, gut in heiBem Wasser, scheidet 
sich beim Erkalten aber nur zum Teil in kleinen, derben Nadeln aus. 
Schmelzp 248°. 

Das auf gleiche Weise zu erhaltende Glycyl-l-phenylglycin lést sich 
in Wasser schwerer als das Racemat. Aus einer heiBen wa8rigen Losung 
krystallisiert ein Teil in langen seidig glinzenden Nadeln, der Rest scheidet 
sich auf Zusatz von Aceton oder Alkohol ebenfalls schén krystallisiert ab. 
Schmelzp. 248° 

— 8,0-100 
alo = 9.1068-2-20 
) 

5,254 mg Subst.: 0,630 cem N (22°, 735 mm). 

C,»H,,O,N, (208) Ber. N 13,46 Gef. N 13,42. 


Glycyl-phenylglycinester. Das Dipeptid wird in der 5 fachen Menge 
absolutem Alkohol suspendiert und die Mischung mit Salzsdure gasgesittigt, 


= — 187,27° in n/10-HCl. 


1) M. Betti u. M. Mayer, Ber. chem. Ges. 41, 2071 (1908). 
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Reaktionen zwischen Zuckern und Aminosiiuren [V. 


nes  wobei vollstindige Lésung erfolgt. Beim Abkiihlen scheidet sich das Chlor- 


nen, — hydrat des Esters in es Nadeln oder linglichen Blittchen aus. Schmelz- 
rch ~—s punkt 189°. Ausbeute: 80—90°/,. Schmelzpunkt des Bromhydrates 170°. 
pam 4,513 mg Subst.: 0,418 cem N (23°, 735 mm). 
ie 

nat C,.H,,0;N,-HCl (272,5) Ber. N 10,28 Gef. N 10,33. 

satz Der Ester wird aus dem Chlorhydrat mit Alkali und Pottasche in 
ist iiblicher Weise in Freiheit gesetzt und mit Chloroform aufgenommen (auf 
und 10 g Esterchlorhydrat 1,7 g NaOH in 4ccm Wasser). Nach dem Abdampfen 
len. des: Chloroforms im Vakuum bleibt der Ester als schwach gelbliches Ol 


guriick. Leicht léslich in allen organischen Lésungsmitteln auBer Petrol- 
iither. Ausbeute 70°/). 
Das Esterchlorhydrat des Glycyl-l-phenylglycins krystallisiert aus 
Alkohol in glinzenden Nadeln und schmilzt bei 201°. 
yl- bs — 4,75-100 
y (aj, = 
rt. 0,1046-2-20 
3,913 mg Subst.: 0,362 cem N (23°, 735 mm). — 0,1442 g Subst.: 
0,0765 g Ag(Cl. 
C,,H,,0,N,/HCl (272,5) Ber. N 10,28 Cl 13,02 
Gef. ,, 10,32 ,, 13,12. 


Der optisch aktive Ester wird in gleicher Weise isoliert. 


= — 113,54° in Wasser. 


o wee 
[e]p = Gas *- 120,30° in Alkohol. 
“ Das Esterbromhydrat schmilzt bei 180°. 
n 
— 2,30-100 : 
l mae a 2 Qe i V¢ > 
4 [e]p = “9,1010-20 > 113,86° in Wasser. 
3° Der Glycyl-phenylglycinester — Racemat wie l-Form — verwandelt 
i sich beim Stehen in wenigen Stunden in das Glycyl-phenylglycin-anhydrid 
(Phenyldiketopiperazin). Es ist identisch mit dem Anhydrid, das E. Fischer 
t aus dem Phenylglycyl-glycinester erhalten hat'), die racemische Form zeigt 
3 den dort angegebenen Schmelzpunkt von 235°. 
Aus Wasser krystallisiert das Racemat in derben kleinen Nadeln; das 
h Glycyl-l-phenylglycinanhydrid in diinnen, seidig-glinzenden langen Nadeln 
4 vom Schmelzp. 228°. 
—2,4-1 —" P 
. on 84,03° in Kisessig. 


MD * “0,0714 2-20 

3,126, 3,717 mg Subst.: 0,398 (22°, 747 mm), 0,484 (25°, 744 mm) cem N. 

Ci oH NO, (190) Ber. N 14,73 Gef. N 14,48, 14,65. 

Tetraacetyl-glycyl-1-phenylglycinester-glucosid. 4,1 ¢ Acetobrom- 
glucose werden mit 4,8 g Glycyl-] phenylglycinester und 5 cem Benzol bei 
50° in Lésung gebracht. Nach 2 Tagen wird die Schmelze mit 50 ecm 
Benzol verriihrt, wobei langsam das Esterbromhydrat auskrystallisiert. 
Letzteres wird abgesaugt, die benzollésung mit Wasser gewaschen, getrocknet 


!) E. Fischer u. J. Schmidlin, Liebigs Ann. 540, 194 (1905). 
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und im Vakuum zum Sirup eingedampft. In wenig Methanol gelést, beginnt 
nach kurzer Zeit die Krystallisation des Glucosids. Ausbeute 1,2 g. Durch 
Umkrystallisieren aus 50°/,igem Methanol wird es in rein weiBen glinzen- 
den Bliittchen erhalten. Schmelzp. 141°. 

Ks ist leicht léslich in Benzol, Chloroform, Aceton, Essigester und 
heiBem Alkohol, sechwer in Ather und unldéslich in Petrolither. 


—2,7+100 es 

= —___————- = — 6), 0 " 

[ep 0,1025-2-20 55,85 ° in Chloroform 
Fehlingsche Lésung wird erst nach lingerem Kochen langsam redu- gel 


ziert; bei vorhergehendem Erhitzen mit Salzséure tritt rasch kriftige Re- 
duktion ein. 


4,125, 4,225 mg Subst.: 0,190, 0,185 cem N (28°, 747 mm). 
C..H,,0,.N> (566) Ber. N 4,95 Gef. N 5,22, 4,96. 


Bei Verwendung des racemischen Glycyl-phenylglycinesters gelingt es 
nur sehr schwer und nur nach Impfung, eine kleine Menge des 1-Glucosids 
krystallisiert zu erhalten. 

Das Glucosid des d-Esters krystallisierte nicht. 


Glycyl-1-phenylglycinamid-glucosid. 3g Tetraacetyl-glycyl- 
1-phenylglycinester-glucosid werden mit 100 ccm methylalkoholischem 
Ammoniak iibergossen und iiber Nacht stehen gelassen. Dann wird im 
Vakuum eingedampft, der Riickstand wieder mit Methanol aufgenommen, 
wenn nétig mit Tierkohle entfarbt und auf etwa 10 cem eingedampft; nun 
wird vorsichtig mit soviel Athanol versetzt, daB noch keine Triibung be- 
stehen bleibt. Beim Aufbewahren im Eisschrank scheidet sich das Dipeptid- 


amid-glucosid aus und bildet nach dem Trocknen ein anscheinend mikro- ze) 
krystallines weiBes Pulver. Leider gelang es nicht, die Substanz schén Zi 
krystallisiert zu erhalten; sie beginnt bei 115° zu schmelzen und zersetzt ret 
sich bei 135° unter Aufschiiumen, ist sehr leicht léslich in Wasser, gut 

léslich in Methanol und heiBem Athanol, in allen anderen Lésungsmitteln Ar 
unléslich. Die waBrige Lésung gibt mit Fehlingscher Lésung kriftige Pr 
Biuretfirbung, beim Erhitzen tritt langsam Reduktion ein. bi 

— 1,75+100 


= — 46,06° in Wasser. 





[lp = -9.9950-2-20 
4,175, 3,461 mg Subst.: 0,415, 0,340 com N (24°, 749 mm). 
C,sH,,0;,N, (869) Ber. N 11,38 Gef. N 11,30, 11,17. 


Spaltungsversuche. Der Spaltungsverlauf wurde polarimetrisch ver- 
folgt, die Messungen alle im 2 dm-Rohr vorgenommen; Temperatur 19°. 

Sarkosinamid-glucosid. 0,100 g zu 5cem n/10-Salzsiure gelést. 
ap = + 1,50° (sofort konstant). 

Fiir 0,0720g Glucose errechnet sich daraus [a]p = + 52,1°. 

0,1274 g zu 5 ccm Phosphatpuffer gelést, py = 4,53. 


Nach an [elp 
5’ + 0,90° + 17,66° 
ph + 1,36 + 26,08 


4gh + 1,75 + 34,34 konstant. 
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ginnt Fiir 0,0932 g Glucose errechnet sich [a]p = + 46,93°. 
durch 0,100 g zu 5cem n/10-Natronlauge geldést. 
zen - Nach Op [o|p 
‘ 5 + 0,60° + 15,00° 
= gh + 0,95 + 23,75 
gh + 1,18 4+ 28,25 
24h + 1,18 + 29,50 konstant. 
Glyecyl-glycinamid-glucosid. 0,100 g zu 5 cem n/10-Salzsiure 
edu- gelodst. 
Re- Nach ap [a}p 
5’ + 0,40° + 10,00° 
3h +- 1,27 + 31,75  konstant. 
Fiir 0,0614 g Glucose errechnet sich ap = + 1,28°. 
rt es 0,100 g zu 5 cem n/10-Natronlauge gelést: [«],) = — 6,00° (konstant). 
sids 0,100 g zu 5cem Phosphatpuffer gelést, py = 4,53. 
Nach ap [a]p 
15’ + 0,10° + 2,50° 
“yl - jh + 0,30 + 7,50 
lem 4h + 0,60 + 15,00 
im gh + 0,72 + 18,00 
en, 16h + 0,90 + 22,50 
a0 24h + 1,00 + 25,00 konstant. 
e- 
tid - Mit Emulsin wird das Glucosid gespalten, wie folgender Versuch 
ro- zeigt. 0,1284g zu 5cem wiBriger Emulsinlésung gelést und 5 Tage bei 
On Zimmertemperatur aufbewahrt. «p = + 0,65°. Fiir 0,0788 g Glucose er- 
tzt rechnet sich [a]p = + 41,20°. 
Sut Das Glycyl-glycinamid-glucosid ist gegen Aminodipeptidase, wie gegen 
eln Aminopolypeptidase bestindig. Wir verdanken dieses Resultat Herrn 
ise Prof. Grassmann-Dresden, der freundlicherweise durch Herrn Wind- 


bichler entsprechende Versuche ausfiihren lieB. 


st. 
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Uber das Cephalin aus Menschengehirn. 
V. Mitteilung. 


Die Sauerstoffaufnahme von Phosphatiden 
und deren Sauren bei Gegenwart von Katalysatoren. 


Von 
Irvine H. Page und Margarete Biilow. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus der chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiir Psychiatrie 
[Kaiser-Wilhelm-Institut] Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. November 1934.) 


Uber die katalytische Oxydation von ungesittigten Fettsiuren ist sehr 
oft gearbeitet worden. Thunberg'), Warburg’), Wieland’), Robin- 
son*), Kuhn*) und andere haben Eisensalze und eisenhaltige Komplexe 
als Katalysatoren benutzt und eine starke Aktivierung der Autoxydation 
gefunden. Die Verwendung von Metallsalzen beim Trocknen von Leinél 
ist bekannt. Fiir Cystein und Glutathion wiesen Meyerhof®) und Hop- 
kins’) eine Sauerstoff iibertragende Wirkung nach, wihrend Franke’) in 
einer gréBeren Arbeit auch andere Stoffe biologischer Art heranzog und 
Aminosiiuren wie Histidin, Arginin, Leucin fiir wirksame Katalysatoren 
hilt. Meist wird in diesen Arbeiten Olsiure und Linolensiure als Substrat 
verwendet, manchmal auch Lecithin. Untersuchungen iiber Cephalin liegen 
kaum vor. Wahrscheinlich handelt es sich allerdings in den meisten Fallen 
um ein Gemisch beider Phosphatide, da eine sorgfiltige Abtrennung des 
Cephalins aus den Lecithinpriparaten nicht stattgefunden hatte. 


In neuerer Zeit haben nun die Phosphatide an Interesse 
gewonnen, da ihnen eine Rolle im Fettstoffwechsel zugeschrieben 
wird [Oppenheimer®)], Fettsiuren, die sonst nicht der fermen- 
tativen Oxydation zuginglich sind, sollen es durch die Bindung 
zu Phosphatiden werden. Es schien uns daher interessant, die 
Untersuchungen einmal systematisch auf die Phosphatide aus- 
zudehnen, und zwar méglichst gereinigtes und definiertes Material 
vAM verwenden. Wir haben daher Cephalin und Lecithin nach den 
iiblichen Methoden dargestellt, Cephalin aus Menschengehirn und 
Lecithin aus Eiern, und haben bestimmte Mengen unter Anwen- 
dung von Katalysatoren in Barcroftapparaten mit Sauerstoff ge- 
schiittelt. 
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Uber das Cephalin aus Menschengehirn. 11 


Dabei zeigte es sich, daB von den untersuchten Metallkata- 
lysatoren nur Kisen und Kupfer einen beschleunigenden Kinflub 
auf die Oxydationsgeschwindigkeit der Phosphatide haben, Kobalt 
und Mangan sind wirkungslos, und zwar zeigt sich dieser KinfluB 
vor allem bei Verwendung von Cephalin. Die Sauerstoffaufnahme 
von Lecithin wird allerdings auch beschleunigt, aber in viel ge- 
ringerem MaBe. Betrachtet man die in bestimmten Zeitraumen 
aufgenommenen Mengen Sauerstoff, so zeigen sich weitere deut- 
liche Unterschiede der beiden Phosphatide. Die Oxydation von 
Cephalin ist bei Gegenwart von Eisen anfangs sehr beschleunigt, 
nach etwa 2 Stunden zeigt sich ein deutlicher Abfall der Ge- 
schwindigkeit, und nach 3 Stunden entspricht die aufgenommene 
Menge Sauerstoff etwa der Jodzahl. Fiir Lecithin dagegen ist 
wihrend der ganzen Versuchsdauer die in der Zeiteinheit auf- 
senommene Sauerstoffmenge anniihernd konstant und auch nach 
6 Stunden noch nicht die Halfte der berechneten Menge Sauer- 
stoff aufgenommen. Verwendet man Kupfer als Katalysator, so 
sieht man bei Lecithin nahezu das gleiche Bild wie bei Eisen, 
wahrend sich bei Cephalin ein autokatalytischer Effekt geltend 
macht. Nach einer geringen Anfangsgeschwindigkeit der Oxydation 
in der ersten Stunde folgt in den nichsten drei ein schneller 
Anstieg, und erst nach 4 Stunden wird sie wieder geringer, olne 
nach 6 ein Ende erreicht zu haben (Fig. 1). 
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Ze/t (Minuten) 
Fie: 2. 
Die O,-Aufnahme vor 5 mg Cephalin und 5 mg Lecithin 
bei Gegenwart von Fe und Cu. 











Die Unterschiede zwischen Cephalin und Lecithin bleiben 
erhalten, auch wenn man Phosphatide von gleicher Jodzahl ver- 
wendet, miissen also in der Struktur begriindet sein. Doch ist 
die Mehraufnahme des Cephalins wahrscheinlich nicht bedingt 
durch seinen eivzigen sicheren Unterschied von Lecithin, die 
andersartige basische Komponente, sondern dadurch, daB besonders 
aktive ungesattigte Siuren im Molekiil vorhanden sind. Denn 
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wenn man sich aus den Phosphatiden durch kalte Verseifung die 
entsprechenden Siuren herstellt und dies Gemisch fester und 
fliissiger Saéuren mit den gleichen Katalysatoren schiittelt, so ist 
die Sauerstoffaufnahme fiir die Siuren des Cephalins bedeutend 
stirker als fiir die des Lecithins, obgleich die Unterschiede in 
den Jodzahlen auch hier wieder nicht dafiir verantwortlich ge- 
macht werden kénnen (91 bzw. 86). Man méchte als Erklirung 
heranziehen, da8 in den Cephalinpraparaten der ungesiittigte 
Charakter gréBtenteils durch Siuren bestritten wird, die mehr 
als eine Doppelbindung im Molekiil enthalten, wihrend im Leci- 
thin zwar der Zahl nach mehr, aber niedriger ungesittigte Sauren 
vorhanden sind. Oder die Lage der Doppelbindungen in den 
Cephalinpraparaten begiinstigt die Sauerstoffaufnahme besonders. 
Auch fiir die Oxydation der Siuren ist Kisen am aktivsten. Dann 














400 r ami 
am | we 134403m@ Fe | 
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F450 |. i ee J2 134+0251ng Ci 
ng 7 
S 
3 100 | ail es, wend 
> i? 
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60 720 780 240 300 560 
Zeit (Minuten) 
Fig. 2. 
Die O,-Aufnahme von 5 mg Cephalinsiuren und 5 mg Lecithinsduren 


bei Gegenwart von Fe, Co und Cu. 


folgen fiir Cephalin Kobalt und Kupfer, die noch deutlich be- 
schleunigend wirken. Mangan ist wirkungslos. Auf die Lecithin- 
sdiuren hat nur Hisen einen und auch hier nur sehr geringen 
Einflu8. Kupfer, Kobalt und Mangan sind keine Katalysatoren 
(Fig. 2). Das p, spielt bei diesen Untersuchungen keine mab- 
gebende Rolle, Zusitze von verdiinnten Saiuren oder Basen beein- 
flussen die Sauerstoffaufnahme nicht. Die Veresterung an sich 
ist auch ohne KinfluB, Methylester und freie Siuren unterscheiden 
sich nicht, und wenn man die Sauerstoffaufnahme von Siduren 
und Phosphatiden gleicher Jodzahl vergleicht, so zeigt sich fir 
die Saiuren des Cephalins keine, fiir die des Lecithins nur eine 
sehr geringe Beschleunigung durch den Zusammentritt zum 
Phosphatidkomplex. 
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Uber das Cephalin aus Menschengehirn. 18 


Wir haben diese Versuche sowohl mit Emulsionen, wie sie 


_ Warburg?) verwendet, die also nur 0,1 mg in 1 ccm enthalten, 


ausgefiihrt, als auch mit hundertfach so konzentrierten Kmulsionen 


und sind zu den gleichen Ergebnissen gekommen, obgleich der 
Verteilungszustand der untersuchten Substanzen in beiden Fillen 


ein verschiedener ist und die verdiinnten Kmulsionen viel homo- 
gener sind. 

Ein Vergleich mit Linolensiiure fiihrte zur Bestitigung der 
Versuche Warburgs. Das Bild der Kurve, das Warburg?) fir 
die durch Hisen beschleunigte Oxydation beschreibt, ist das gleiche, 
das wir bei unseren Cephalinsiuren sahen. Kobalt erwies sich 
fir Linolensiiure deutlich weniger aktiv als Eisen, und die Form 
der Kurve zeigt auch hier wie bei den Phosphatidsiuren eine 
iiber 6 Stunden gleichmiBige Sauerstoffaufnahme (Fig. 3). Wenn 


450 or = i pn a ee ey ee Ee EE eee —— } 
tenn # OF / ie 
400 aa ores 





we eh bile 
60 120 T80 240 300 360 

Zeit (Minuten) 

Fig. 3. 
Die Sauerstoffaufnahme von 5 mg Linolensiure bei Gegenwart von Fe und Co. 











Franke’) in seinen Versuchen, die wir bestiitigen konnten, zu 
andern Ergebnissen kommt, und gerade Kobalt besonders aktiv 
findet, so liegt das daran, daB in seiner wasserfreien Lésung das 
Kobalt in anderer, anscheinend die Sauerstoffaufnahme stark 
aktivierender Form vorliegt. Aber Riickschliisse auf biologisches 
Geschehen lassen sich aus seinen Versuchen kaum machen. 

Im Gegensatz zu diesen Experimenten mit metallischen Kata- 
lysatoren verliefen die Versuche, bei denen Phosphatide oder 
deren Siituren mit Aminosiuren geschiittelt wurden, véllig negativ. 
Weder mit Cephalin noch mit Lecithin, noch mit den ent- 
sprechenden Siuren war eine Beschleunigung der Sauerstofiauf- 
nahme zu erreichen. Wir haben die stark verdiinnten Emulsionen 
Warburgs verwendet und die Mengen zugesetzten Katalysators 
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variiert, ohne Erfolg. Dann sind wir zu hundertfach so konzen- 
trierten Emulsionen iibergegangen und haben die Aminosiuren 
in den von Franke angegebenen Mengenverhiltnissen zugesetzt, 
auch ohne positives Ergebnis. Wenn man von einem Effekt iiber- 
haupt reden will, so ist er eher negativer Art, die Sauerstofi- 
aufnahme war ohne Zusatz von Aminosiuren meist etwas gréBer 
als in deren Gegenwart. Wir geben in Tab. 1 nur die Experi- 
mente mit Histidin wieder, da sie mit Leucin und Arginin ganz 
gleichsinnig verliefen. 


Tabelle 1. 


Die Sauerstoffaufpahme in emm von 





0,1 g Lecithin | 0,1 g¢ Ceph.-Saur. | 0,1 g Lec.-Siuren 





Zeit | 0,1 g Cephalin 





ohne | mit ohne | mit ohne mit ohne mit 
Min. | Zusatz Histidin| Zusatz | Histidin | Zusatz Histidin Zusatz | Histidin 























60 54 57 62 | 130 45 74 100 28 
120 | 125 120 124 |; 212 106 130 115 | 89 
180 | 220 | 200 171 | 284 175 175 140 | 60 
240 | 335 305 215 | 340 275 220 140 , 110 
300 | 480 | 4380 273 | 390 380 | 266 140 | 160 
360 | 600 560 330 | 435 485 | 805 205 





| Arg ~~, leucin | 
73000 ;- / : 


| 


77000 


T 


9000 


eNSsaure 


fe 


] Mistidin 






7000 


S 5000} 


20. 





Hstiain 





O59 Li 


MiM3 Qo, 


Ye 
S 
S 











7000° 


a 
a 
ae 











Ze/t (Mittuten) 


Fig. 4. 
Die Sauerstoffaufnahme von 0,5 g Linolensiiure bei 37° ———— und 25° 
bei Gegenwart von Aminosiuren. 


Zum Vergleich haben wir die Versuche von Franke mit 
Linolensiiure, die wir uns selbst dargestellt hatten (Jodzahl 272, 
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Siedep. 172°, 1,5 mm), wiederholt. Wenn man bei 25° arbeitet, 
wie Franke es tut, und 0,5 ccm Siiure mit 0,5 ccm Katalysator- 
_lésung 0,2 n schiittelt, so ist eine starke Beschleunigung der Sauer- 
stoffaufnahme festzustellen. Bei 37° ist sie aber sehr vicl geringer, 
da die Autoxydation der Linolensiiure ohne Zusatz von Kataly- 
gator hier schon recht betriichtlich ist (Figur 4). AuBerdem ist 
sie sehr unregelmiBig in der Stiirke. Wendet man wiBrige Emul- 


sionen der Saure an, wir haben 0,1 ccm in 3 ccm Wasser mit 
Histidin, Arginin, Leucin in verschiedenen Konzentrationen ge- 


schiittelt, so ist haufig von einer Beschleunigung durchaus nicht 
mehr die Rede, und bei den Emulsionen, wie sie Warburg ver- 
wendet, sahen wir nie eine irgendwie nennenswerte Sauerstoff- 


aufnahme. In Tab. 2 geben wir eine Auswahl aus einer ganzen 


Anzahl yon Versuchen wieder. 


Tabelle 2. 


Die Sauerstoffaufnahme von 0,1 cem Linolensiiure 
in 3 ccm Wasser bei Gegenwart von 























Leucinlésung 0,2 n Histidinlsg. 0,2 n | Argininisg. 0,2n]} ohne Zeit 
ie OCs eae aes ee eee in 
1eem | 0,4 ecm | 0,1 cem 0,1 cem 0,1 cem Zusatz] Min. 

190 «155 | 128 200 126 101] 60 

D153 | 410 320 410 300 285 120 

980 | 720 555 685 520 520 180 
1650 | 1195 | 880 1050 880 835 | 240 
2390 | 1800 , 13835 1545 1350 1220 300 
3300 | 2580 | 1875 2200 1950 1735 360 


Alle diese negativen Ergebnisse sprechen nicht zugunsten 
einer biologischen Katalyse durch die Aminosiiuren, denn je enger 
man sich an physiologische Bedingungen hilt, desto weniger ist 
von einer Beschleunigung der Fettsiiureoxydation die Rede. 

Auf die Frage nach der Rolle der Phosphatide als Zwischen- 
stufen im Fettstoffwechsel geben unsere Versuche nur eine nega- 
tive Antwort. Die Phosphatide nehmen bei Gegenwart von Kata- 
lysatoren durchaus nicht begieriger Sauerstofi auf als ihre freien 
Siiuren, doch fragt es sich, ob der rechte Katalysator schon ge- 
funden worden ist, und, wie bei allen Modellversuchen, wie weit 
man berechtigt ist, die Ergebnisse der Experimente in vitro auf 
das Geschehen im Organismus zu iibertragen. 
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Experimenteller Teil. 


Die vorliegenden Untersuchungen wurden ausgefihrt mit folgenden 
Substraten: 

Cephalin, dargestellt aus Menschengehirn nach der friiher mitgeteilten 
Methode"). Die Umfillung mit Ather, Alkohol erfolgte so oft, bis ein 
Material erhalten wurde, das die Neutralisationszahl etwa 100 zeigte. Die 
Jodzahlen lagen zwischen 70—100. 

Lecithin, dargestellt aus Eiern nach der Methode von Levene"), 
Anfangs versuchten wir aus dem Lecithin Merck ex ovo, das die Neutrali- 
sationszahl 31,4 hatte, durch Umfillen iiber das Cadmiumsalz zu einwand- 
freiem Material zu kommen, aber die Verluste bei diesem Ausgangsmaterial 
waren so groB, daB das iibrigbleibende Lecithin von der Neutralisations- 
zahl 10,4 fiir unsere Versuche nicht ausreichte. Ebenso war es bei der 
Darstellung von Lecithin aus Gehirn. Die Reinigung iiber das Cadmiumsalz 
ist mit groBem Substanzverlust verbunden, daher sind wir spiter zu einem 
lecithinreicheren Ausgangsmaterial, zu Eigelb iibergegangen. Die mitgeteilten 
Versuche sind alle mit Eigelblecithin ausgefiihrt. Bei der Darstellung haben 
wir bei Einhaltung der Vorschrift von Levene und Rolf einige Schwierig- 
keiten gehabt. Das Cadmiumsalz lieS sich niimlich nie mehr als einmal gut 
mit Ather waschen. Schon beim zweiten Mal entstand eine Emulsion, die 
sich durch Zentrifugieren nicht mehr trennen lieB und den Anschein erweckt, 
als sei gar kein unlésliches Cadmiumsalz, also kein Lecitlrin vorhanden. 
Es blieb daher nichts iibrig, als sich jeweils mit 1maligem Waschen zu 
begniigen und die Lésung in Chloroform und Ausfillung als Cadmiumsalz 
dafiir um so 6fter zu wiederholen, und zwar so oft, bis die gewiinschte 
Nentralisationszah] (10—20) erreicht war. Die Reinigung noch weiter zu 
treiben, scheitert an den zu groBen Substanzverlusten und daran, daB sich 
eine allmihliche Zersetzung des Materials geltend macht. Die Jodzahlen 
unseres Lecithins lagen zwischen 60 und 70. 

Cephalin- und Lecithinsiiuren, dargestellt nach unseren friiheren An- 
gaben"™) durch kalte Verseifung nach Klenk*’). Feste und fliissige Siuren 
wurden nicht getrennt. Die Jodzahl des verwandten Siiuregemisches war in 
einer Darstellung 91, bei einer anderen 132 aus Cephalin (Jodzahl 73 bzw. 98), 
89 aus Lecithin (Jodzahl 66). 

Linolensiure, dargestellt aus Leinél nach der Vorschrift von Rollet") 
und Heiduschka”™) tiber das Hexabromid. Der Ester und darauf die freie 
Siure wurden im Hochvakuum destilliert. Siedepunkt der freien Saiure 172° 
bei 1,5 mm. Jodzahl 272. 

Als Katalysatoren verwendeten wir Lisungen der Metallsalze, und zwar 
von Ferroammonsulfat, Kobaltchloriir, Manganchloriir, Kupfersulfat in Wasser. 

An Aminosiuren kamen 1-Histidin, l-Leucin, d-Arginin von Hoff- 
mann-La Roche zur Verwendung. 

Die Substratemulsionen wurden auf folgende Weise hergestellt: 

1. Konzentrierte Emulsion: 0,5 g Cephalin bzw. Lecithin werden mit 
15 cem Wasser so lange geschiittelt, bis eine vollkommene Emulsion erreicht 
ist, in jedes VersuchsgefiB werden dann 3 cem pipettiert. Die Siiuren werden 
durch schwaches Erwirmen verfliissigt und mit einer Pipette direkt in die 
ReaktionsgefiBe gebracht (jeweils etwa 0,1 g abgewogen). Von der Linolen- 
siiure verwendeten wir 0,i ccm. 
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2. Verdiinnte Emulsion. Herstellung nach Warburg?) durch EinflieBen- 
lassen einer Lésung von 0,1 g Siiure in 5 cem Methylalkohol in 200 cem H,0. 

Von den Phosphatiden wurden jeweils 0,2 g direkt unter Schiitteln in 
200 ccm emulgiert und 5 ccm dieser Emulsion fiir jeden Versuch verwendet. 

Als Grundlage fiir die angewendeten Katalysatorkonzentrationen haben 
wir die Angaben Warburgs genommen und die Metallsalzlésungen so 
hergestellt, daB jeweils auf 5mg Phosphatid bzw. 2,5 mg Siure 0,2—0,3 mg 
Fe, Mn, Co oder Cu entfillt. Die Versuche yon Franke wurden mit den 
von ihm angegebenen alkoholischen Lésungen wiederholt, sind aber hier nicht 
wiedergegeben, weil sie seine Angaben nur bestiitigen. Wir haben auch 


einige Experimente ausgefiihrt mit 10fach so konzentrierten und 10fach so 


verdiinnten Lésungen ohne eine Anderung in den Ergebnissen. 

Die Aminosiiuren haben wir nach den Angaben von Franke in 
0,2 molarer wiBriger Lisung verwendet, je 0,1 cem auf 0,1 g Siure bzw. 
Phosphatid, doch haben wir als Substrat auch hier eine wiBrige Emulsion 
hergestellt. 

Ausfiihrung der Versuche: Je 3 oder 5 cem Substratemulsion wurden 
in die rechten GefiBe eines Barcroftapparates gegeben, dazu kam 1 ccm 
der jeweils verwendeten Katalysatorlésung. Die linken GefiBe enthielten 


destilliertes Wasser und die gleiche Menge Katalysator. In die Einsatz- 


gefiBe kamen einige Tropfen 5°/,iger KOH. Die GefiiBe wurden nun durch 
3maliges Evakuieren und Einstrémenlassen von Sauerstoff mit diesem Gas 
gefiillt und im Thermostaten bei 87° geschiittelt. Jeder Versuch dauerte 
6 Stunden, die Ablesungen erfolgten alle 10 Minuten. Wir haben jeden 
Versuch doppelt, oft mehrfach ausgefiihrt. Die angegebenen Werte sind auf 
Normalumstinde umgerechnet. 


Bei der Ausfiihrung der Versuche wurden wir von Friulein M. Lerchen 
thal unterstiitzt, der wir auch an dieser Stelle unsern Dank aussprechen 


méchten. 
Zusammenfassung. 
Die Sauerstoffaufnahme der Phosphatide Lecithin und Cephalin 


und des aus ihnen durch Verseifung dargestellten Siuregemisches 
wurde bei Gegenwart von Katalysatoren gemessen. Von den unter- 


suchten Metallkatalysatoren (es kamen Hisen-, Kupfer-, Kobalt-, 


Mangansalze zur Verwendung) erwies sich nur das Kisen stark 
wirksam, und zwar ganz besonders bei Cephalin und dessen Siuren, 
wihrend bei Lecithin und Lecithinsiiuren der Effekt viel geringer 
ist. Kupfer ist schwach wirksam, bei den Siiuren des Cephalins 


auch Kobalt. 


Versuche mit Aminosiiuren als Katalysatoren (Histidin, Leucin, 


Arginin) verliefen negativ. 
Die Sauerstoffaufnahme von Cephalin ist stets viel gréBer 


als die von Lecithin, auch wenn man Phosphatide von gleichen 


Jodzahlen verwendet. Dagegen unterscheiden sich Phosphatide 


und Siéiuren von gleicher Jodzahl nicht. Der Zusammentritt zum 
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Phosphatidmolekiil scheint also ohne KinfluB auf die Oxydations. 


Irvine H. Page u. Marg. Biilow, Cephalin aus Menschengehirn — 


geschwindigkeit der Saéuren zu sein. 


Vorliegende Arbeit wurde mit den Mitteln der Rockefeller-Foun. © 
dation ausgefiihrt, der wir auSerdem fiir Gewdhrung eines Stipendium: — 


zu danken haben. 
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Zum Eiweif8problem. II”). 
Foun. | , : ‘ ‘ : 
dium Versuche iiber den Nachweis der freien Aminogruppe 
i endstandigen Glykokolls. 
; Von 
: Walther Zimmermann. 
iol. 24.4 mee 
b (Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
burg, 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. November 1934.) 


Der Nachweis der endstiindigen Aminosiiuren am Eiweib- 
 molekiil interessiert eine Reihe Forscher seit Jahren. Hofft man 
‘doch, durch die Kenntnis der endstandigen Gruppen Anhalts- 

‘ d ounkte zur Krklirung der Allergie, des Antigens und insbesondere 
aysiol. i auch zur Erklirung der auferordentlich feinen Spezifitit der 
~ biologischen Reaktionon zu erhalten. Ob man indes mit solchen 
7 Untersuchungen noch viel erreichen wird, scheint mir aus folgenden 
” Griinden zweifelhaft: Erstens hat man in neuester Zeit wahrscheinlich 
q gemacht, da ebensogut Nichtproteine z. B. Kohlenhydrate und 
| Lipoide als Antigene wirken kénnen, wofern sie nur kolloidal oder 
an einen kolloidalen Traiger gebunden sind (z. B. Schellack, das selbst 
_ derartige bivlogische W ickengon nicht besitzt). Am Eiw eiBmolekil 
scheinen es insbesondere die ringhaltigen Bausteine zu sein, die 
die Antikérperbildung und iiberhaupt die Antigen-Antikérper- 
'reaktionen auslésen. Jedenfalls- zeigt Gelatine, der diese Amino- 
_ siuren fehlen, keine antigenen Kigenschaften. Dazu kommt aber 
ferner, daB iiber die grundsitzliche Natur der Antigen-Antikérper- 
reaktionen im weitesten Sinne so gut wie nichts bekannt ist und 
da8 hier physikalische, physikalisch-chemische und chemische 
Erscheinungen in vivo und in vitro von den Erforschern fir- 
einander eingesetzt sind und werden. 

} Diese absolute Ungeklirtheit im Geschehen wird aber zweitens 
' vermehit durch die auferordentlichen methodischen Schwierig- 
keiten bei der Untersuchung von HiweiB iiberhaupt. Was hier 
iiber Reaktionen an endstiindigen Gruppen bekannt ist, ist ent- 
weder mit Methoden gewonnen, die eine auferordentlich weit- 
gehende Verinderung am Eiweifmolekiil auslésen kénnen (wie 
z.B. die Nitrosierung) oder aber die Ausbeuten an sicher isolierten 
Produkten sind nur gering, wie z. B. beim Lysinbetain’), Letzteres 
9* 
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20 Walther Zimmermann, 


Ergebnis muB ferner noch in einer anderen Beziehung erhirtet 
werden; bei der Methylierung von Dibenzoylornithin?) habe ich 
eine ziemlich leichte Abspaltbarkeit der Benzoylgruppen beob- 
achtet. Trifft das auch beim Benzoyl-lysin zu, dann ist es immerhin 





sucl 
i erfo 
i geli: 
aus 


denkbar, daB auch irgendeine Veriinderung der «-Aminogruppe — 


im EiweiBmolekil vorgelegen hat, die bei der Methylierung ab- 
gespalten wurde. Auch aus anderen Griinden geht hervor, dab 
die Methylierung keine zarte Methode ist. Das Arginin z. B. 
verschwindet nach Rogozinski’*) bei der Methylierung des Clupeins 
groBtenteils. Skraup*) und Krause beobachteten gleiches am 
Casein, Zimmermann und Canzanelli’) konnten die Erschei- 
nung bei der Gelatine durch Flaviansiiurefillung bestitigen. Freies 
Arginin dagegen kann leicht methyliert werden?)*), Also auch 


hier liegt im EiweiSmolekiil jedenfalls irgendeine abweichende — 


Konstitution vor, sei es ein Lactamring, sei es eine Substitution, 

die durch die zart scheinende Methylierung doch gelést wird. 
Die Schwierigkeiten werden drittens vermehrt durch die 

auBerordentliche analytische Ahnlichkeit der Reaktionsprodukte. 
Ich habe nun Modellversuche angestellt an einer Anzahl von 


Stoffen, in denen Glykokoll mit freier Aminogruppe endstindig — 
sicher oder sicher nicht vorkommt, um zuniichst einmal metho- ~ 


dische Erfahrungen iiber sein chemisches Verhalten zu sammeln 
und zugleich Anhaltspunkte iiber quantitative Beziehungen zu 
erhalten, z. B. am Glycylglycin, Glutokyrin®), Pepton aus Fleisch. 
der Prolylglycinfraktion aus Federn*) und anderen. 


Wenn Glykokoll am Ende einer Polypeptidkette mit freier — 


Aminogruppe, also als Glycylrest, gebunden ist, miBte es durch 
Methylieren in Glykokollbetain iibergehen; sein Chlorid unter- 
scheidet sich aber durch seine Schwerléslichkeit in absolutem 
Alkohol von den meisten anderen Betainen und bot deshalb 
einige Aussicht fiir eine Isolierung. 

Meine Versuche zeigten, da bei der Methylierung des Glycyl- 
glycins die erreichbare Ausbeute an Glykokollbetainchlorid von 
der theoretisch méglichen und geforderten weit abweicht, dab 
diese Zahl nicht einmal anniihernd erreicht wird, sei es nun dab 
bei der Aufarbeitung ein Teil verloren geht, sei es daB sterische 
Beziehungen die erschépfende Methylierung verzégern. Von be- 
kannten Peptiden habe ich ferner zur Priifung meiner Methode 
kiufliches Glutathion methyliert und wie erwartet, entsprechend 
der bisher angenommenen Konstitution kein Glykokollbetain er- 
halten. Damit habe ich zugleich gezeigt, daB unter meinen Ver- 
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| _suchsbedingungen keine deutliche Hydrolyse der Peptidbindungen 


erfolgt, die ja ebenfalls zur Betainbildung fiihren wiirde. Leicht 


beob- — gelingt die Isolierung von Glykokollbetain aus Merckschem Pepton 


‘aus Fleisch. 
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Ich habe bei dieser Gelegenheit mich ferner rm Insulin 


farbreaktion®) zeigen, daB im technischen Insulin (Schering) 
Glykokoll, und zwar in einer Menge von etwa 36 mg in 1 g vor- 
handen war. Ich habe daraufhin 4g des kostbaren Materials 


'methyliert, aber Betain bisher nicht erhalten. Die Konzentration 
‘des Glykokolls habe ich mit Hilfe des Verdiinnungstiters be- 
' stimmt. Ob im reinen krystallisierten Insulin Glykokoll vorhanden 
ende | ist, vermag ich nicht zu entscheiden*). Es ist sehr auffallend, 
-daB im Insulin nach der Methylierung ein groBer Teil des Glyko- 
, \ kolls so veriindert ist, daf es eine ganz abweichende, briiunliche 
| die | 
‘rote Farbe noch heraus und ich konnte am Verdiinnungstiter 
| schiitzen, daB noch 31 mg Glykokoll von 144 mg ibrig waren. 
Worauf die Abinderung der Reaktion beruht, vermag ich nicht 
* zu sagen, ich denke an die Anwesenheit reduzierender Substanzen. 


Farbenreaktion gibt. Doch kam bei stirkerer Verdiinnung die 


Aus verschiedenen Zuschriften ersehe ich, daB einige Autoren 
Schwierigkeiten bei der Durchfiihrung der Glykokollfarbreaktion °) 
haben. Ich habe die Reaktion im hiesigen Institut mit neu her- 
gestellten Reagenzien nochmals durchgearbeitet, aber keine Ab- 
weichung von der Beschreibung vor 5 Jahren gesehen. Immerhin 
mag hinzugesetzt werden, da ich unter konzentrierter Salz- 
siure entsprechend dem Brauch der chemischen Institute die 
38 °/,ige rauchende Salzsiure verstehe. Auch die Kmpfindlichkeits- 
grenze entspricht der Zahl, die ich schon in meinen Wiirzburger 
Protokollen aufgezeichnet hatte. Wichtig ist nur, daf man vdllig 
konstant und entsprechend der derzeit beschriebenen Technik 
arbeitet. Z.B. war ich sehr iiberrascht zu sehen, daB die Reaktion 
ausblieb, als ich einmal die gemessene Phthalaldehydmenge statt 


' zu tropfen aus der Pipette in einem Gub zugegeben hatte. Beim 
| Glutathion verinderte sich die Farbenreaktion durch die Methy- 
_ lierung nicht, wie es beim Insulin der Fall war. 


Ich habe ferner die Prolin—Glykokollpeptidgemische dar- 


gestellt, die Abderhalden und Suzuki’) aus Ginsefedern nach 


4) Im “Hydrolysat von krystallisiertem Insulin haben es Jensen u. 


: Wintersteiner [J. of Biol. Chem. 84, 281 (1932)] nicht aufgefunden. 
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partieller Hydrolyse mit 70°/,iger Schwefelsiure erhalten hatten. 
Auch hier lieB sich zeigen, da8 ein kleiner Teil des Glykokolls 
als endstiindiger Glycylrest vorliegt. 

In diesem Rahmen habe ich endlich dem Glutokyrin *) Sieg- 
frieds einige Aufmerksamkeit zugewandt. Da& diese Materialien 
nicht einheitlich sind, ist sicher. Bei der Ultrafiltration konnte 
ich zeigen, daB der Abbau bis zu niedermolekularen Produkten 
geht *°). Ich habe nun mit der Methylierung beweisen kénnen, 
daB ein Teil des Glykokolls (Lit. 10, S. 220) in diesen Peptid- 
gemischen endstiindig angeordnet ist. Die fraglichen, mit Phosphor- 
wolframsiure fillbaren Peptide bleiben bei der Silber—Baryt- 
Fillung in der Lysinfraktion. Nach der Methylierung lassen sie 
sich in einen in Alkohol leichtléslichen und schwerléslichen An- 
teil zerlegen; die Hauptmenge des gebildeten Glykokollbetains 
entstammt einem in absolutem Alkohol leichtléslichen Methyl- 
peptid. Das aus Glycylglycin erhaltene Methylierungsprodukt 
verhilt sich ihnlich in seiner Léslichkeit. 

Ich verzichte um Raum zu sparen in dieser und der folgenden 
Arbeit auf die wiederholte Wiedergabe der Analyse des Glykokoll- 
betains. Es ist selbstverstiindlich, da& das Betainchlorid mit 
Hilfe aller zur Verfiigung stehenden Methoden sicher identifiziert 
worden ist. 

Versuehsteil. 

1. Glycylglycin: 8 g Glycylglycin werden in 100 cem Wasser gelést 
und unter Alkalischhalten mit Magnesiumoxyd mit 40 cem Dimethylsulfat 
bei 40—50° methyliert. Nach dem Ansiuern mit Schwefelsiure wird 
12 Stunden unter RiickfluB hydrolysiert, auf 500 cem verdiinnt und mit 
Phosphorwolframsiure gefillt. Das mit 5°/,iger Schwefelsiure gewaschene 
Phosphorwolframat wird in Aceton mit Barytwasser zersetzt und die bei 
Bariumcarbonat-alkalischer Reaktion im Vakuum erhaltenen Basen in 100 cem 
absoluten Alkohols gelést und mit alkoholischem Sublimat unter Zusatz von 
festem gefillt. Die Fiallung wird einigermaf8en lufttrocken in 100 ecm 
heiBen Wassers aufgenommen, nach dem Erkalten wird abgesaugt und das 
Filtrat mit Schwefelwasserstoff getillt. Die filtrierte, salzsaure Lésung wird 
im Vakuum zur Trockne gebracht und der krystalline Riickstand aus ab- 
solutem Alkohol umkrystallisiert. Ausbeute 0,45 ¢, aus der Mutterlauge 


mit Ather noch 0,22 g Betainchlorid yom Schmelzp. 245—246% Theoretische 
Ausbeute: 3,6 g. 


4,230 mg Subst.: 6,060 mg CO,, 2,990 mg H,O. — 4,565 mg Subst.: 
0,358 cem N, (21°, 758 mm). — 12,855 mg Subst.: 12,050 mg AgCl. 
C,H,,0,NClI (153,6) Ber. C 39,09 H 7,88 N 9,12 Cl 28,06 
Gef. ,, 39,07 ,, 7,91 ,, 908 ,, 2318. 


2. Glutathion: 2g Glutathion in 100 ccm Wasser mit Magnesium- 
oxyd und 30cem Dimethylsulfat bei 40—50° methyliert. Aufarbeitung wie 
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bei 1., aber aus dem in absolutem Alkohol aufgenommenen sirupésen Riick- 
stand lieBen sich keine Krystalle von Betainchlorid abscheiden. 


3. Insulin: a) Die Glykokollfarbreaktion. Das aus 0,7 g Tetra- 
prom-o-xylol erhaltene Reagens verhielt sich véllig so, wie das friiher von 
mir in Wiirzburg gewonnene. (Mit Argininnitrat gab es eine bei alkalischer 
Reaktion orangegelbe, beim Ansiuern allmihlich sich entwickelnde violette 
Firbung, die recht stabil ist und sich vielleicht zur Gehaltsbestimmung von 
Argininlésungen eignet. Nach Tagen verblaBt die Farbe dann, wobei eine 
sehr schéne, griine Fluorescenz auftritt.) Bestimmung des quantitativen Ver- 
diinnungstiters: In 11 Reagenzgliser wird je 1ccem destilliertes Wasser gefiillt. 
Dann wird mit einer Einerpipette dazugegeben 1 ccm einer 10°/, igen, wiB- 
rigen Glykokollésung und durch mehrmaliges Aufsaugen die Lésung griind- 
lich durchgemischt. 1 cem davon kommt nun in gleicher Weise in Reagenz- 
clas 2 usw. und mit dem Zuriickbleibenden wird die Farbreaktion angestellt. 


Verdiinnung . 1:1 1:2 1:4 #%1:8 #%1:16 1:32 1:64 %1:128 1:256 


Gehait .... 56 2,5 1,25 0,63 0,381 0,15 0,07 0,03 0,015°/, 
Reaktion ... + + 4 + 7s A / "7 a 
Insulin (vgl. unten) Stammlésung 1 2 3 4 5 


Die Farbreaktion verschwindet bei Konzentrationen, die unter 0,03 °/, 
liegen. Durch diesen Wert ist es also méglich, den Glykokollgehalt einer 
Lésung zu schiitzen. In Wiirzburg hatte ich mit einer etwas anderen Ver- 
diinnungstechnik 0,25 mg in 1 cem gefunden, also eine gute Ubereinstimmung. 

b) 1 g Insulin Schering werden mit 25°/, iger Schwefelsiure hydroly- 
siert und das Phosphorwolframsiiurefiltrat nach dem Auskrystallisieren von 
Tyrosin auf ein Volumen von 6 cem gebracht. Nitroprussidreaktion und 
NeBler darin: —. 1 ccm von der Lésung wird wie oben fortlaufend ver- 
diinnt. Die Glykokollfarbreaktion ist dann bei der 5. Verdiinnung negativ. 
Die Stammlésung war also 0,63°/,ig, wie oben dargestelit; die Gesamt- 
konzentration des Glykokolls in 1 g Insulin betrug also ungefihr 36 mg 
Glykokoll, das heiBt, wenn diese Menge am Ende einer Molekiilkette sitzen 
sollte, miissen 4 g Material vollauf geniigen, das daraus entstehende Betain 
zu isolieren. 

Es wurden also 4 g Insulin in 100 cem Wasser mit Magnesiumoxyd 
und 40 ecm Dimethylsulfat methyliert und wie bei 1 aufgearbeitet. Betain- 
chlorid wurde bisher nicht daraus erhalten. Das Phosphorwolframsiure- 
filtrat wurde mit Baryt alkalisch gemacht, abgesaugt und mit CO, neutrali- 
siert, das Filtrat stark eingeengt, abgesaugt und auf 10 cem aufgefiillt. 
Diese Lésung gab eine intensiv gelbbraune Reaktion mit Phthalaldehyd- 
reagens. Bei der 2. Verdiinnungsstufe kum jedoch die Rotfiirbung deutlich 
heraus und war nach der 4. negativ. In 10cem sind also noch 31 mg 
Glykokoll gelést, die Hauptmenge scheint also irgendwie veriindert. 

4, Prolin-glycin-peptide’): 200 g Giiusefedern werden bei Zimmer- 
temperatur 5 Tage unter gelegentlichem Umriibren in 70°/) iger Schwefel- 
siiure zergehen gelassen. Dann wird unter Zusatz von feingemahlenem Eis 
mit Baryt neutralisiert, abgesangt und das CQ,-neutrale Filtrat erst auf 
dem Wasserbad eingeengt, schlieBlich im Vakuum zur Trockne gebracht 
und durch Stehenlassen mit Aceton weitgehend entwissert. Der Riickstand 
wird dann nach Entfernen des Acetons mit 100 und 50 cem siedenden ab- 
soluten Methylalkohols aufgenommen, die Lésung durch ein Faltenfilter filtriert 
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und im Vakuum zur Trockne gebracht. Der Riickstand wird in destilliertem 
Wasser gelést und mit Magnesiumoxyd und 100 ccm Dimethylsulfat bei 
40—50° methyliert. Aufarbeitung wie bei 1, 2 und 3. Erhalten wurden 
8 mg Glykokollbetainchlorid. 

5. Pepton aus Fleisch (Merck): 100 g werden mit Magnesiumoxyd 
und 450 cem Dimethylsulfat bei 40—50° methyliert; nach 4 Stunden wird 
das schwefelsauer gemachte Filtrat durch 12-stiindiges Kochen unter Riick- 
flu8 hydrolysiert, durch Alkalischmachen mit Baryt das Magnesiumoxyd 
herausgebracht, bei 5°/, schwefelsaurer Reaktion Phosphorwolframat und 
daraus in iiblicher Weise mit Baryt die freien Basen gewonnen. Auf- 
arbeitung wie bei 1. Ausbeute im ganzen 0,35 g Betainchlorid. 

6. Glutokyrin®): Fiir meine Versuche habe ich das mit Phosphor- 
wolframsiure fillbare ,,Glutokyrinrobprodukt“ verwandt und nicht das 
durch vielfaches Umfiillen fraktionierte Sulfat. Uber dieses kann also in 
diesem Rahmen nichts ausgesagt werden. 

100 g Gelatine in 500 cem Wasser gelést, dazu 500 cem 25°/, ige 
Salzsiiure, wurden 12 Tage im Brutschrank stehen gelassen. Dann wurde 
mit Phosphorwolframsiure gefillt und die dicke pulvrige Fillung abgesaugt 
und 10 mal griindlich mit 5°/,iger Schwefelsiiure gewaschen. Sie wurde 
dann unter Eiskiihlung in Aceton langsam mit einer heiBen Barytlésung 
zersetzt, aber jede stirkere Erwiirmung des Gemisches vermieden. Zum 
Schlu8 wurde stark alkalisch gemacht und sofort abgesaugt. Das mit CO, 
neutralisierte Filtrat wurde im Vakuum auf 140 cem eingeengt und durch 
Ultrafilter von 7,5°/, Collodium ultrafiitriert. Dabei hinterblieb kein deut- 
licher Riickstand. Das Filtrat wurde nun mit Silber-Baryt gefillt. Die 
Histidinfraktion wurde methyliert und hydrolysiert und kein Betain daraus 
erhalten. Die Argininfraktion, die nur Spuren Material enthielt, wurde ver- 
worfen. Das Phosphorwolframat der Lysinfraktion wurde in Aceton mit 
Barytwasser zersetzt, das Filtrat eingeengt und mit Magnesiumoxyd und Di- 
methylsulfat methyliert. Die Methylbasen wurden nochmals als Phosphor- 
wolframat niedergeschlagen, mit Baryt zersetzt und nach dem Eindampfen 
im Vakuum und Entwiissern des Sirups mit Aceton die Basen in einen in 
absolutem Alkohol leicht léslichen und in einen in absolutem Alkohol schwer 
léslichen Anteil zerlegt. Beide Fraktionen wurden nach dem Entfernen des 
Alkohols mit Schwefelsiure hydrolysiert und das Betain wie frither ab- 


geschieden. Aus dem in Alkohol leicht léslichen Anteil: 40mg Glykokoll- 


betainchlorid. 
Der Rockefeller Foundation bin ich fiir Unterstiitzung dieser 
Arbeit zu Dank verpflichtet. 
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Zum Eiweifproblem. ITI. 


Uber die Methylierung von Gelatine 
und iiber die fermentative Aufspaltung der Gelatine. 


Von 
Walther Zimmermann, Murchie K. Me. Phail') und Attilio Canzanelli. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. November 1934.) 


Gelatine enthilt 25°/, Glykokoll; in 100 g kiuflicher Gelatine 
sind also bei einem 20°/ igen Gehalt an Wasser 20 g Glykokoll 
vorhanden. Wenn irgendein Produkt, dann bot die, weil auch in 
Wasser lésbare, Gelatine Aussichten fiir Vorhandensein und Nach- 
weis endstindiger Glycylreste bzw. fiir die Méglichkeit, Schliisse 
iiber die Molekiilanordnung zu ziehen. 

Wir haben also die in der vorigen Arbeit ermittelte Methode 
auf Gelatine angewandt. Glykokollbetain war in keinem Versuch 
nachzuweisen, auch nicht durch andersartige Anreicherungsversuche, 
z. B. Dakinextraktion, auf deren Beschreibung wir deshalb hier 
verzichten. Bei sorgfaltigen Arbeiten kann man aus dem Endsirup 
an Stelle von Betain kleine Mengen von Oxyprolinchlorid isolieren. 
Das Nichterscheinen von Betain kénnte darin liegen, dab in 
iiblicher Weise durch Lésungsbegleiter das Auskrystallisieren 
verhindert wird. In der Tat halt ein Hydrolysat von 100g Gelatine 
einen Zusatz von 1g Betainchlorid in Lésung, es verschwindet 
bei der von uns geiibten Technik. Aber auch nach der Methylierung 
von Gelatine verschwinden im Hydrolysat ebenfalls nur etwa 1,0 
bis 1,1 g fir die Aufarbeitung. Es hat also wohl ein Zuwachs 
von Glykokollbetain aus der Gelatine nicht stattgefunden. Die 
Kndstandigkeit eines Glycylrestes hat sich weder direkt noch in- 
direkt nachweisen lassen. 

Wir haben uns nun weiterhin die Frage vorgelegt, welche 
Kingriffe man an der Gelatine vornehmen kann, um Glykokoll 
aus der gedachten Kette loszusprengen. Wir haben eine Anzahl 
von Spaltungen, insbesondere fermentativer Natur untersucht. 


1) (1851 Science Research Scholar). 
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Durch Pepsinspaltung wurden in keinem Falle ausreichende 
Mengen von Glykokollaminogruppen frei. Dagegen lieBen sich 
nach tryptischer Spaltung und bei ganz schwacher Siure- 
hydrolyse verschieden grofe Mengen Betainchlorid isolieren. 

Besonders leicht und in gréferer Menge lieBen sich end- 
stiindige Glycinreste im kiauflichen Glutinpepton Friedr. Witte, 
Rostock, nachweisen. Nitrosiert man das Priiparat vor der Methy- 
lierung, so ist kein Glykokollbetain mehr zu erhalten. Auch dadurch 
wird wohl bewiesen, daB das Glykokoll wirklich endstindig war 
und nicht beispielsweise durch einen Hydrolysenvorgang losgelist 
wurde. Dagegen war aus Witte-Pepton pro Bakteriologia (mit 
starker Millonscher Reaktion) kein Glykokollbetain zu erhalten. 
Aus der Endfraktion des Glutinpeptons konnten wir ferner Tetra- 
methylammoniumpikrat abscheiden. 

Die Methylierung von frisch dargestelltem Fibrin, yon Albumin 
aus Ki und Blut und ibren Fermentspaltprodukten fiihrte nicht 
zu Ergebnissen. 


Versuchsteil. 


Wir stellen die Methylierung des Glutinpeptons voran, weil aus 
diesem kiutlichen Material ohne technische Schwierigkeiten das Betain- 
chlorid erhalten werden kann. Es ist also auch fiir Nacharbeiten besonders 
geeignet. 

100 g Glutinpepton Friedr. Witte, Rostock, werden in 1000 ecm destil- 
liertem Wasser gelést und mit Magnesiumoxyd im UberschuB und 350 cem 
Dimethylsulfat unter Riihren innerhalb 1 Stunde bei 40—50" methyliert. 
4 Stunden nach Beginn wird mit 50°/,iger Schwefelsiiure angesiiuert, einige 
Stunden auf siedendem Wasserbad (sonst schiiumt die Lésung stark) und 
dann 12 Stunden unter Riickflu8 hydrolysiert. Nach dem Erkalten wird 
mit Baryt zur Entfernung des Magnesiums stark alkalisch gemacht, ab- 
gesaugt, 5°/, schwefelsauer gemacht und mit Phosphorwolframsiure gefillt. 
Aus dem Phosphorwolframat wurden in iiblicher Weise die freien Basen 
erhalten, die vakuumtrocken durch Stehenlassen mit absolutem Aceton 
weitgehend entwiissert und dann in 100 cem absolutem Alkohol aufgenommen 
wurden. Die filtrierte Lésung wurde mit alkoholischem Quecksilberchlorid 
unter Zusatz von festem Sublimat bis zur Siittigung gefallt und nach 2 Tagen 
die einigermafen lufttrockene Fallung in 100 ccm desti!liertem Wasser unter 
Erhitzen auf dem Wasserbad aufgenommen. Nach etwa 12 Stunden Stehen 
im Eisschrank wurde abgesaugt, das Filtrat mit Schwefelwasserstoff vom 
Quecksilber befreit und die salzsaure Basenlésung im Vakuum zur Trockne 
gebracht. Der Riickstand wird in siedendem absolutem Alkohol aufgenommen, 
nach einigem Stehen krystallisieren 0,4 g Betainchlorid vom Schmelzp. 248° 
nach Umkrystallisieren aus 96°/,igem Alkohol. Die héchste erhaltene Aus- 
beute betrug 0,9 g. 

In der alkoholischen Mutterlauge wird durch Ather vorsichtig eine 
geringe Fillung erzeugt, im Filtrat fiallt durch alkoholische Pikrinsiure: 
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Tetramethylammoniumpikrat, Schmelzp. 318°, nach Umkrystallisieren aus 
Wasser. 


5,268 mg Subst.: 7,65 mg CO,, 2,34mg H,O. — 4,150mg Subst.: 0,664 ccm 
N, (22°, 757 mm). 


C,oH,,.N,O, (302,2) Ber. C 39,77 H 4,67 N 18,54 
Gef. ,, 39,60 ,, 4,97 ,, 18,73. 


2. Glutinpepton nach der Nitrosierung. 100 g Glutinpepton in 
500 ccm Wasser gelést, dazu 100 g Natriumnitrit und bei 0° ganz langsam 
unter guter Kiihlung dazu 360 cem 2n-Schwefelsiure. Nach Zusatz von 
150 ccm tritt Nitrose auf. Nach Stehen iiber Nacht wird durch Zugabe von 
Harnstofflésung und energisches Riihren der Nitroseiiberschu8 weitgehend 
entfernt, zum Schlu8 unter Erwirmen auf 50° und vorsichtigem Zusatz von 
Schwefelsiiure bis zur kongosauren Reaktion. Bei diesem Punkt wird wie 
bei 1. methyliert und aufgearbeitet. Es 1i8t sich kein Betainchlorid mehr 
abscheiden. 


3. Fermentative Spaltungen der Gelatine. 100 ¢ Gelatine in 
500 cem destillierten Wassers gelést, dazu 10 cem Toluol, 25cem 2n-Schwefel- 
siiure und 4 g Pepsin Griibler 7 Tage lang im Brutschrank bei 37° verdaut, 
methyliert und aufgearbeitet wie bei Versuch 1, gaben kein Betainchlorid. 

4. Siiurekontrolle zu demselben Versuch: 100 g Gelatine ebenso, ohne 
Pepsinzusatz, wie bei 1. aufgearbeitet. Aus dem salzsauren, in Alkohol auf- 
gepommenen, mit Phosphorwolframsiure und alkoholischer Sublimatlésung 
fillbaren Sirup von Basen erfolgt keine Krystallisation. Zu der alkoholischen 
Lisung wird Ather bis zur Triibung zugesetzt und nun durch mebrtigiges 
Stehenlassen und Kratzen eine Krystallisation von 0,15 g erzeugt: Der 
Analyse und dem Verhalten nach: Oxyprolinchlorid vom Schmelzp. 202 bis 
203° nach Umkrystallisieren aus Alkohol und Ather. 


4,511 mg Subst.: 5,95 mg CO,, 2,45 mg H,O. — 17,387 mg Subst.: 
6,31 mg AgCl. — 4,375 mg Subst.: 0,313 eem N, (21°, 758 mm). 


C;H,,O,NC1 (167,58) Ber. C 35,82 H 6,02 Cl 21,16 N 8,36 
Gef. ,, 35,96 ,, 608 ,, 21,18 ,, 8,28. 


5. Die Siiurekonzentration der peptischen Spaltung reicht im liinger- 
dauernden Versuch und bei wenig héherer Temperatur bereits aus, um 
Glykokollaminogruppen in Freiheit zu setzen: 


100 g Gelatine in 500 ccm destillierten Wassers, dazu 50 cem 2 n- 
Schwetelsiure 100 Stunden auf 55—-60° erhitzt, wie bei 1. mit Magnesium- 
oxyd und Dimethylsulfat methyliert und aufgearbeitet gaben 0,05 g betain- 
chlorid. 

6. Trypsin spaltet auch die Glykokollbindung viel schneller: 100 g 
(relatine in 500 cem destillierten Wassers gelést, dazu 25 cem 2n-Natron- 
lauge, Toluol, 3,0 g Trypsin 3 Tage im Brutschrank; methylieren und auf- 
arbeiten wie bei 1. gaben 0,95 g Betainchlorid. 

7. Die kiufliche Gelatine gab unter den gewéhnlichen Bedingungen 
kein Betainchlorid. Um ein Bild dariiber zu bekommen, wieviel Liésungs- 
behinderung das Resultat filscht, haben wir Zusatzversuche gemacht. 
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a) Zu einem Hydrolysat von 100g nativer, also nicht methylierter 
Gelatine werden 1,0 g Betainchlorid zugesetzt. Bei der Aufarbeitung wird 
kein Betainchlorid zuriickgewonnen. 


b) 100 g Gelatine in 500 ccm destillierten Wassers mit Magnesium- 
oxyd und Dimethylsulfat methyliert und dann vor der Hydrolyse 1,35 ¢ 
Betainchlorid (= 1,0 g Betain entsprechend 0,66 g Glykokoll) zugesetzt und 
wie bei 1. aufgearbeitet. Erhalten wurden 0,2 ¢ Betainchlorid. 1,1 g gehen 
also verloren = 0,54 g Glykokoll. 


8. Glykokollzusatz: Bei gleichem Methylierungsansatz wurde 1,0 ¢ 
Glykokoll zugesetzt. Isoliert wurde daraus 0,1 g Glykokollbetainchlorid. 


Aus den letzten beiden Versuchen geht hervor, dab die durch den 
methodischen Fehler verschwindende Glykokollmenge in 100 g Gelatine 
mit 20°/, Glykokollgehalt ungefihr 0,6—0,9 g betriigt. 95°/, des in der 
Gelatine vorhandenen Glykokolls koénnen also an der Aminogruppe ver- 
iindert oder jedenfalls fiir chemische Eingriffe blockiert sein. 


Der Firma Friedrich Witte, Rostock, sind wir fiir Interesse und 
liebenswiirdiges Entgegenkommen, der Rockefeller Foundation fiir 
Unterstiitzung dieser Arbeit zu Dank verpflichtet. 
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Zur Frage des Steringehaltes von Bakterien, 
insbesondere des Tuberkelbacillus, 
zugleich ein methodischer Beitrag zum Nachweis 
des Cholesterins. 


Von 
Eugen Hecht. 


(Aus dem Schweizerischen Forschungsinstitut in Davos.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. November 1934.) 


Die Frage, ob Bakterien Sterine enthalten, war hautig AnlaB 
eingehender Priifungen an Bact. coli, Diphtheriebazillen und be- 
sonders an den siiurefesten Bakterien, insbesondere Tuberkel- 
bazillen. H.v. Behring’) setzt sich auf Grund eigener Unter- 
suchungen an Bact. coli und Diphtheriebazillen fiir die véllige 
Sterinfreiheit der untersuchten Bakterien in Ubereinstimmung 
mit anderen Autoren ein. Er halt diese Feststellung fiir grund- 
legend fiir tierische Bilanzversuche, weil der Gehalt der Darm- 
flora an selbstgebildeten Sterinen zu bedeutenden Stérungen AnlaB 
seben kénnte. Ebenso folgert er aus der Sterinfreiheit dieser 
und auch anderer bisher untersuchter Bakterien den Beweis, ,,daB 
die Sterine keine fundamental lebenswichtigen Stoffe sind, sondern 
erst im Laufe der phylogenetischen Entwicklung (allerdings schon 
friih, denn die Hefe enthilt bereits Sterine) auftreten. Man kénnte 
daraus schlieBen, daB die Sterine im Zusammenhang mit Funk- 
tionen stehen, die erst spater erworben werden“. 

Die Frage des Steringehaltes fand in der Gruppe der siure- 
festen Bakterien ihre ausfiihrlichste Bearbeitung. Wihrend wenige 
iiltere Autoren sich fiir das Vorhandensein von Sterinen ein- 
setzten, sprechen die meisten Verfasser, neuere ausnahmslos, gegen 
diese Feststellung. 

Gegen den Steringehalt der Tuberkelbazillen spricht sich u. a. 
besonders KE. Chargaff?) aus und erweitert die Giiltigkeit dieses 
Befundes fiir andere Vertreter siurefester Bakterien, so fiir einen 


1) Diese Z. 192, 112 (1930). 
*) Z. Tbk. 61, 144 (1931); Abderhaldens Handb. d. biol. Arb.-Meth., 
Abt. XII, Teil 2, S. 115 (1988). 
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Kaltbliitertuberkelbacillus, die Schildkrétentuberkelbazillen’), fiir 
den Bacillus Calmette-Guérin (,,BCG“)*) und fiir Timotheegras- 
bazillen’), Auch die unverseifbaren Bestandteile der Rinder- 
tuberkelbazillen enthalten nach Burt und Anderson®) keine 
Sterine. Aus der Gesamtheit dieser Befunde folgert Chargaff* 
,es ist bemerkenswert, dab Sterine in pathogenen Bakterien iiber- 
haupt noch nicht aufgefunden worden sind, ganz im Gegensatz 


zu ihrer sonstigen weiten Verbreitung in der Natur und ihrer f 


biologischen Wichtigkeit*. 

Diese Folgerung, ebenso die eingangs erwiihnten Ausfiihrungen 
v. Behrings, waren Anlab einer eingehenden Untersuchung iiber 
den Steringehalt der Bakterien. Da auBerdem ein wesentliches 


Interesse fiir andere Lipoidbestandteile der siurefesten Bakterien, | 


besonders der Phosphatide bestand, ergab sich bei der Gewinnung 
derselben ohne weiteres die Méglichkeit, zu der Frage des Sterin- 
gehaltes der Bakterien ausfiihrlich Stellung zu nehmen. Auf 
Grund der vorliegenden Arbeit ist nunmehr einwandfrei erwiesen, 


daB die auf sterinfreiem Nihrboden geziichteten Bak- [| 


terien in der Tat befihigt sind, auch Sterine zu syn- 
thetisieren, wobei ihnen im wesentlichen als Kohlenstoff- und 
Stickstofiquelle nur Glycerin, Natriumcitrat und Asparagin zur 


Verfiigung stehen. Zugleich soll damit ein Beitrag zur Methodik der | 


Cholesterinbestimmung, die bekanntlich in ihrem, die quantitative 
Extraktion betreffenden Teil immer noch erhebliche Schwierig- 
keiten bietet, geliefert und ebenso Erklirungen fir die fast durch- 
weg negativen Befunde anderer Autoren gegeben werden. 


1. Methodisches. 


Die in der Folge zur Untersuchung gelangenden siurefesten Bakterien, 
und zwar als pathogene Vertreter: humane Tuberkelbazillen ,,Bethge“, 
ein boviner Stamm ,,GA“, ein nicht pathogener Stamm Bacillus Calmette- 
Guérin (,BCG“), die genannten vom Robert Koch-Institut, Berlin, und als 
Vertreter eines Saprophyten Timotheegrasbazillen wurden auf Lockemanns 
Liésung D fiir Tb-Bazillen’) in Fernbachkolben geziichtet. Nach mindestens 
3—4 wochigem Oberflichenwachstum wurden die Kulturen, wenn nicht 
anders angegeben, lebend abgenutscht und die anhaftenden Reste des Nahr- 
bodens durch griindliches Auswaschen mit destilliertem Wasser entfernt. 
Die noch feuchten Bakterien selbst (fiir den beabsichtigten Sterinnachweis 
reichen 8—10 g aus) werden in einer Glasstépselflasche unter Aceton ge- 





*) Diese Z. 201, 204 (1981). *) Diese Z. 217, 118 (1988). 

’) M.C. Pangborn, E. Chargaff u. R.J. Anderson, J. of biol. 
Chem. 9%, 48 (1932). 

®) J. of biol. Chem: 94, 451 (1931). 9). Verdff. Koch-Stiftg. 1912, 1918. 
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sammelt und gelegentlich durchgeschiittelt. Nach etwa 2—3 Tagen wird 
das Aceton abfiltriert, durch neues (jeweils etwa 40 ccm) ersetzt und die 
gleiche Behandlung im ganzen 3mal in der Kilte zur Gewinnung des 
Acetonextraktes durchgefiihrt. Nach vélliger Entfernung des Acetons folgt 
eine analoge Extraktion in der Kilte mit Petrolither. SchlieBlich wird 
eine weitere Extraktion mit etwa 60 cem Petrolither am RiickfluB auf dem 
Wasserbad wiihrend 8 stiindigem Sieden gewonnen und dieser Petrolither- 
extrakt getrennt von dem in der Kilte unter gelegentlichem Durchschiitteln 
erhaltenen aufbewahrt. Der in der Hitze gewonnene Petrolitherextrakt 
bietet, allerdings erst nach vorangegangener Aceton- und Petrolither- 
extraktion in der Kilte, das giinstigste Ausgangsmaterial fiir den Sterin- 
nachweis mit Hilfe der Digitoninfillung und der Reaktionen von Salkowski, 
Burehard-Liebermann, Whitby und Milbradt. Endlich folgt nach 
der Hitzeextraktion mit Petrolither eine letzte Extraktion mit etwa 25 eem 
Chloroform. Uber die Weiterbehandlung der einzelnen eben beschriebenen 
Extrakte wird spiter bei der Aufarbeitung der verschiedenen Bakterien- 
arten ausfihrlicher mitgeteilt. 


Zum eigentlichen Sterinnachweis dienten: 


a) Die Fillung des Cholesterins als Digitonincholesterid in den 
mit 95 °/,igem Alkohol ausgekochten Untersuchungsmaterialien mit heiBer 
alkoholischer Digitoninlésung nach Windaus’). 

b) Die Salkowskireaktion in ihrer iiblichen Anwendungsform, 
indem man der sterinhaltigen Chloroformlésung das gleiche Volumen 
konzentrierter Schwefelsiure unterschichtet. Diese Reaktion bleibt in ihrer 
Empfindlichkeit weit hinter den unter ¢), d) und e) genannten Farbreaktionen 
zuriick. Kontrollversuche ergaben, dab bei einer 18,25 mg-°/,igen Lésung 
mit einer zum Versuch gelangenden Cholesteringesamtmenge von 0,55 mg 
erst nach einer halbstiindigen Wartezeit an der Beriihrungsschicht der 
Chloroformlésung mit der Schwefelsiure ein deutlicher roter Ring sichtbar 
wird. Die auf die Hilfte verdiinnte Lésung benétigt bis zum Auftreten 
einer Reaktion bereits eine weitere Stunde. Bei Konzentrationen, die mit 
den nachfolgend beschriebenen Reaktionen noch stark positive Farben 
geben, lift die Salkowskireaktion bereits keine Entscheidung mehr zu. 

ec) Die Whitbyreaktion’) in ihrer Modifikation B. 2 cem der 
sterinhaltigen Eisessiglésung werden unter Schiitteln mit 25 Tropfen eines 
Reagenzes versetzt, das aus 50 Vol. konzentrierter Schwefelsiure und 1 Vol. 
40 °/,igem Formalin hergestellt wird. Eine 1,14 mg-°/,ige Loésung, die in der 
zum Versuch gelangenden Menge 0,0228 mg Cholesterin enthilt, gibt eine 
noch deutliche Rosafirbung. 

d) Der genannten Reaktion an Empfindlichkeit iiberlegen ist die 
Burehard-Liebermannsche Farbreaktion. Wichtig bei ihrer Aus- 
fiihrung ist, wie Bloch'®) bereits mitteilt, ein Mischungsverhiltnis Chloro- 
form: Essigsiiureanhydrid = 5:2 einzuhalten und dieser Mischung 0,1 ccm 
konzentrierter Schwefelsiure zuzufiigen. Eine verhiltnismaBige Vermehrung 
des Essigsiiureanhydrids bringt keine Vorziige, wohl aber seine Verminde- 


*) P. Rona, Praktikum d. Physiol. Chem. 2, 448 (1929). 
®) H. v. Euler, K. Myrbick u. S. Karlsson, Diese Z. 157, 267 
(1926). 10) Biochem, Z. 287, 172 (1938). 
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rung geringere Farbtiefen. Ebenso lift man die Reaktion sich vorteilhaft 
bei Zimmertemperatur, nicht bei 30—-35°, um Briéiunungen zu vermeiden, 


und im Dunkeln vollziehen, da durch die Einwirkung von Sonnenlicht | 
unter Umstiinden der Nachweis geringer Cholesterinmengen miBgliicken | 


kann. Unter Beriicksichtigung dieser Angaben gelingt der Cholesterin- 
nachweis in einer 0,285 mg-°/,igen Lésung, die in der Versuchsmenge von 
5 eem 0,0143 mg enthalt, immer noch deutlich. 

e) Die empfindlichste Reaktion ist jedoch die auf Tschugaew" 
zuriickgehende Reaktion von Milbradt"). Fiir einen empfindlichen quali- 


tativen Sterinnachweis wurde sie hier wie folgt verwendet: 2 ccm sterin- | 


haltige Chloroformlésung werden mit 20 Tropfen Acetylchlorid und 20 Tropfen 
einer 40 °/,igen Zinkchloridlésung in Eisessig versetzt, gut durchgeschiittelt 
und 2—3 mal auf dem Wasserbade aufgekocht. Es zeigt sich baldigst eine 
eosinrote Fiarbung. Kontrollversuche ergaben mit einer 0,07 mg-°/,igen 
Cholesterinlésung, die in den 2 ccm Versuchslisung 0,0014 mg enthielten, 
eine noch positive Reaktion. 

Es ist hiiufig der Fall, daB alle die genannten Farbreaktionen durch 
Begleitsubstanzen gestért werden. Zur Beseitigung solcher Stérungen 
leistete, natiirlich nur im Interesse eines qualitativen Nachweises, nach- 
folgende Methode, die an einem bekannten Material erprobt wurde, aus- 
gezeichnete Dienste. Zur Verwendung gelangte ein Petrolatherextrakt 
aus Schweinehirn, das vorher enthiutet und zerkleinert, mit Aceton ge- 
trocknet und bis zur anniihernden Cholesterinfreiheit mit Aceton extrahiert 
wurde. Der genannte Petroliitherextrakt diente in friiheren Arbeiten zur 
Cephalinreindarstellung’’), Eine Probe dieses gelb gefirbten Extraktes 
wurde im Vakuum getrocknet, mit Chloroform aufgenommen und auf Sterine 
gepriift. Dabei ergaben die Salkowski- und Milbradtreaktion wegen sofortiger 
Dunkelfiirbung keine Entscheidung. Die Burchard-Liebermannreaktion 
zeigte zunichst auch Braunfiirbung, einige Minuten spiter jedoch die be- 
kannte moosgriine Farbe. In solchen Fallen wurde wie folgt verfahren: 
Der unter schonenden Bedingungen gewonnene Trockenriickstand wurde 
mit 95 °/,igem Alkohol ausgekocht. Ausscheidungen beim Erkalten wurden 
filtriert, das Filtrat, in der Hitze mit alkoholischer Digitoninlésung versetzt, 
verblieb iiber Nacht im Eisschrank. Das gefillte Cholesterindigitonid 
wurde abzentrifugiert, getrocknet und in Chloroform gelést bzw. suspendiert 
und ergab einwandfreie Salkowski-, Milbradt- und Burchard-Liebermann- 
reaktion. 

Ein ihnlich aufschluBreiches Resultat brachte die Untersuchung der 
1. Rohphosphatidfallung, die aus dem urspriinglichen Petrolither- 
extrakt durch Fillung mit Aceton (im Verhiiltnis 1:4) erhalten wurde. Das 
direkt auf Sterine untersuchte Material gab gestérte, nichtssagende Sterin- 
reaktionen, wihrend auf dem Umweg der Digitoninfillung eine sichere 
Entscheidung der Cholesterinfreiheit méglich war. 


Kine Hauptschwierigkeit der Cholesterinbestimmung bietet 
die vollstindige Extraktion, ganz besonders in dem Fall siure- 
fester Bakterien. 


) Ber. cia: Ges. 42, 4634 (1910). 12) Diese Z. 216, 181 (1933). 
4 A. Fischer u. E. Hecht, Biochem. Z. 269, 120 (1934). 
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2. Untersuchungen an humanen Tuberkelbazillen ,.Bethge*. 


Die beim Abfiltrieren der Bakterien gewonnene Nibrfliissig- 
keit ergibt bei langerem Kulturwachstum positive KiweiBreak- 
tionen'*), Aus diesem Grunde wire es nicht unmdglich, daB sie 
auch Cholesterin enthalten wiirde. Die Nihrfliissigkeit wurde 
3mal je 24 Stunden ausgeiithert, der Ather mit entwiissertem 
Natriumsulfat getrocknet, verdunstet und der Riickstand mit 
Chloroform aufgenommen. Sterine waren durch keine der an- 
gefiihrten Reaktionen nachweisbar. Auch dann nicht, wenn vor 
der Atherextraktion nach Nekludow und Chalatow®®) 8 Stunden 
am RiickfluB mit Natronlauge aufgeschlossen wurde. In diesem 
Fall wurde der Nahrfliissigkeit so viel feste Natronlauge zugesetzt, 
bis ein Gehalt von 25°/, erreicht war. 

Der bei Zimmertemperatur gewonnene Acetonextrakt wurde 
stets wie folgt aufgearbeitet: 

A. Von einem aliquoten Teil wurde unter schonenden Be- 
dingungen das Aceton verdunstet. Der im Vakuumexsiccator 
getrocknete, in Chloroform aufgenommene Riickstand gab keine 
entscheidenden Sterinreaktionen, auch nicht iiber die Digitonin- 
fallung (2 A). 

B. Von einem weiteren Teil des Acetonextraktes wurde das 
Lisungsmittel abdestilliert, der Riickstand mit 20 °/,iger Natron- 
lauge 8 Stunden am RiickfluB aufgeschlossen, ausgeithert, der 
Ather getrocknet und der Riickstand in Chloroform aufgenommen. 
Diese Behandlung geschah vornehmlich im Interesse einer Auf- 
bereitung des Untersuchungsmaterials, weniger der Spaltung eventl. 
vorhandener Cholesterinester wegen, die, wie freies Cholesterin, 
die Farbreaktionen, nicht dagegen die Digitoninfillung geben. 
Kin Sterinnachweis gelang nie (2 B). 

C. Von dem restlichen Teil des Acetonextraktes wurde im 
Vakuum das Aceton abdestilliert, getrockuet und der Riickstand 
im Claisenkolben in eine petrolitherlésliche und eine chloroform- 
lésliche Fraktion zerlegt. Auch auf diesem Wege waren Sterine 
nicht nachweisbar (2 C). 

Dieses Ziel konnte auch infolge starker Stérungen der Farb- 
reaktionen nicht erreicht werden, wenn das urspriingliche Bakterien- 
material direkt im Kolben 8 Stunden mit 20 °/,iger Natronlauge 


4) Fr. Lindner in ,,Medizin und Chemie“, Abhandlungen aus den 
Medizinisch-chemischen Forschungsstitten der I. G. Farbenindustrie A.G. 2, 
335 (1984). 15) Biochem. Z. 208, 68 (1929). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXI. 3 
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am RiickfluB erhitzt und nach Ausithern wie iblich weiter- 
verarbeitet wurde. 

Ebenso konnten aus dem Kilte-Acetonextrakt von 20 ¢ 
trockenen, humanen Tuberkelbazillen, deren Kulturen zur Alt- 
tuberkulinherstellung in strémendem Wasserdampf abgetétet, und 
dann bei 75° auf 3/,, ihres Volumens eingeengt und deren 
Bakterienreste bis zur Versuchsverwendung unter Alkohol auf- 
bewahrt wurden, keine Sterine nachgewiesen werden.*) 

Alkoholische Digitoninlésung ergab mit dem aus dem Aceton- 
riickstand hergestellten Alkoholextrakt eine starke Fallung, die 
aber keinerlei Sterinreaktionen gab. Diese Beobachtung steht in 
Ubereinstimmung mit dem Befund Panzers!), der mit der 
Digitoninmethode kein Cholesterin, wohl aber sehr geringe Mengen 
eines anderen Kérpers fand, der mit Digitonin fallbar ist. 

Dagegen konnte aus humanen Tuberkelbazillen ,,Bethge“ 
durch forcierte Extraktion mit Aceton (3 mal 6 Stunden) in der 
Siedehitze nach iblicher Aufarbeitung bei der Burchard-Lieber- 
mannreaktion eine moosgriine Fiarbung und eine schwach ge- 
stérte Mibradtreaktion festgestellt werden. 

Interessant ist auch, daB mir von Maxim!?") iiberlassene, 
auf einem saponinhaltigen Niahrboden geziichtete humane 


Tuberkelbazillen in ihrer siiurefesten Umhiillung so weit geschidigt [ 


waren, daB in den Acetonextrakten positive Sterinreaktionen 
wenn auch gestért, erhalten werden konnten, 

Aus all dem geht hervor, wie wenig geeignet die Aceton- 
ausziige sind, um zur Frage des Steringehaltes von Bakterien 
Stellung zu nehmen, wihrend Aceton bei der Aufarbeitung anderer 
Materialien, neben einer Entwisserung insbesondere der Cholesterin- 
entfernung dient. Wenn gerade den Acetonausziigen eine be- 
sondere Aufmerksamkeit zugewandt wurde, so geschah dies im 
Interesse differentialdiagnostischer Unterscheidungsméglichkeiten 
einzelner Vertreter der siiurefesten Gruppe, woriiber an anderer 
Stelle berichtet wird. 

Einfacher gestalteten sich die Verhiltnisse des Sterinnach- 
weises in den bei Zimmertemperatur gewonnenen Petrolither- 
ausziigen, noch giinstiger bei dem in der Hitze erhaltenen. In 
jedem Fall ergaben die durchweg farblosen Extrakte nach Ver- 





*) Die Bakterien stellte Herr Prof. Dr. Bieling von den Behring- 
Werken liebenswiirdigerweise zur Verfiigung. wofiir ich auch an dieser 
Stelle herzlich danken michte. 

16) Diese Z, 78, 414 (1912). 17) Z. Tbk., demnichst erscheinend. 
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tere  dunsten des Petrolithers, Trocknen des Riickstandes im Vakuum- 

exsiccator und Aufnehmen desselben in Chloroform einwandfreie 
0 g¢ | Sterinreaktionen nach Salkowski, Burchard- Liebermann 
Alt- und Milbradt. Nach Aufnahme des Riickstandes in Eisessig 
und wurde auch eine positive Whitbyreaktion erhalten. Diese ist, 
ren | wie festgestellt wurde, in Chloroformlésung nicht ausfihrbar, 


auf. ebensowenig in petrolitherischer Lésung, da Petrolither allein 
mit dem Whitbyschen Reagens eine merkwiirdige, braunrot er- 
On- starrende Masse gibt, die Petrolither mit den einzelnen Kom- 
die ponenten des Whitbyschen Reagenzes nicht zeigt. 
-in | Die genannten Reaktionen werden von dem in der Hitze 
der | _ hergestellten Petroliitherextrakt um ein Vielfaches stiirker gegeben. 
gen _ Auch konnten nach dem Kinengen der Petrolitherextrakte, 
Uberfiihren des Riickstandes in eine 95°/,ige alkoholische Lésung, 
re mit alkoholischer Digitoninlésung und Stehen iiber Nacht im 
der Kisschrank Digitoninfillungen in Mengen, entsprechend den 
er- Extraktionsbedingungen mit Petrolither, erhalten werden, die durch 
ge- die genannten Farbreaktionen identifizierbar waren. 


Eine weitere Identifizierung als Cholesterin in Form der 
Doppelverbindung mit Lithiumchlorid'*) in Pyridin, oder als 
Cholesterindibromid '%) gelang, wohl infolge der zu _ geringen 
Mengen, nicht. 

Nach den Petrolaitherextraktionen wurde noch ein Chloro- 
formauszug gewonnen, der, wenn auch nicht mehr sehr starke, 
so doch einwandfreie Sterinreaktionen gab. Diese Tatsache zeigt 
besonders deutlich die zuweilen auftretende Schwierigkeit einer 
wirklich quantitativen Sterinextraktion. 





3. Untersuchungen an bovinen Tuberkelbazillen .,GA*. 


Zu der nachfolgenden Untersuchung dienten Bakterien (leider 
nur etwa 5 g), die durch 1 stiindiges Erhitzen im Dampftopf ab- 
getitet waren. Der Gang der Aufarbeitung unterscheidet sich 
sonst nicht von dem beschriebenen. 








ch- Die Naihrflissigkeit enthielt vor und nach Aufschlu8 mit 
ar Natronlauge keine nachweisbaren Sterine. 

Tn Die nahezu farblosen Acetonausziige ergaben nach der im 
er- vorigen Abschnitt 2 unter A, B und C ausfihrlich beschriebenen 
7 Aufarbeitung durchweg negative Befunde. — Sogar der in der 


 *) Hoppe -Seyler-Thierfelder, Physiolog.- und Patholog.-chem. 
ad, Analyse, Springer Berlin, 9. Aufl., 1924, S. 326. 
3* 
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Kalte hergestellte Petrolatherextrakt lieB keine sichere Ent. 
scheidung zu; es traten in diesem Fall sogar hier Stérungen der 
Sterinfarbreaktionen auf. Ein nur mehr kleiner Rest, der von 
dem Petroliitherextrakt verblieb, gab nach Uberfiihren in 95 °/oige 


alkoholische Lésung erst nach 2 tigigem Stehen mit alkoholischer} 
Digitoninlésung eine geringe Niederschlagsmenge. Diese, aus.f 


schlieBlich zu einer Burchard-Liebermannreaktion verwendet, gal 
eine ausgesprochene rosa Fiirbung, die von keiner noch so ver. 


diinnten Cholesterinlésung in Chloroform gegeben wird. Ob nu} 
diese Abweichungen auf eine zu geringe Menge Ausgangsmaterialf 
zuriickzufiihren sind, oder in dem Fall boviner Bakterien weitere 
Komplikationen auftreten, kann noch nicht entschieden werden§ 


Erst in dem in der Hitze hergestellten Petrolitherextrakt konnte 


auf dem Weg iiber die Digitoninfillung mit der Burchard-Lieber.f 
mannreaktion ein einwandfrei positives Resultat erhalten werden} 

Der schlieBlich aus den Bakterien noch gewonnene Chloro-f 
formauszug ergab positive Salkowski-, Burchard-Liebermann-§ 


reaktion, letztere etwas gestort. 


4. Untersuchungen an Bacillus Calmette-Guérin ,,BCG*. 


In der Nahrfliissigkeit, auch nach dem AufschluB mit 
Natronlauge waren Sterine nicht nachweisbar. 
Die in der Kialte gewonnenen Acetonextrakte zeigten 


nach 2A, B und C bei den Sterinfarbreaktionen starke Stérungen.> 
Jedoch lieB die griinstichige Ténung bzw. moosgriine Farbung> 
bei der Burchard-Liebermannreaktion die spiter nachgewiesene 


Anwesenheit von Sterinen im yoraus vermuten. 


Der in der Kilte hergestellte Petrolitherextrakt zeigt: > 
abnlich komplizierte Verhiltnisse wie der bovine Stamm ,GA“— 
Der farblose Extrakt ergab Stérungen der Sterinfarbreaktionen, dic F 
eine Entscheidung unméglich machten. Mit Digitonin konnte nach 
Stehen im Eisschrank eine Fillung erhalten werden, die negative § 
Reaktionen nach Salkowski und Milbradt gab, bei der Burchard- f 
Liebermannreaktion die bereits beschriebene Rosafirbung zeigte. 

Erst der bei Siedehitze am RiickfluB gewonnene Petrol-f 
itherextrakt ergab auf dem Weg iiber die Digitoninfallung ein-f 
wandfreie, stark positive Reaktionen nach Salkowski, Milbradtf 


und Burchard-Liebermann. 


Der Chloroformextrakt zeigte noch positive Reaktionen f 
nach Salkowski und Burchard-Liebermann. Die Milbradi-f 


Reaktion war gestort. 
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5. Untersuchungen an Timotheegrasbazillen. 


Die Nahrflissigkeit dieses auf Pflanzen sehr verbreiteten 
und den Tuberkelbazillen Abnlichen Saprophyten enthielt vor 
und nach Verseifen keine Sterine. 

Der Acetonextrakt, nach 2A und B untersucht, ergab 
gestérte, nicht entscheidende Sterinreaktionen nach Salkowski 
und Milbradt. Der Verlauf der Burchard-Liebermannreaktion 
lie8 infolge der dabei auftretenden griinstichigen Ténung vermuten, 
daS auch hier Sterine noch einwandfrei nachgewiesen werden 
kinnen. Auf die merkwiirdigen Erscheinungen bei der Unter- 
suchung des Acetonextraktes nach 2C, wobei eine petroliither- 
ljsliche und eine chloroformlésliche Fraktion, wie bei ,,Bethge“, 
erhalten wurde, sei kurz eingegangen. Die beiden Fraktionen er- 
saben, nachdem die petrolitherische gleichfalls in Chloroform 
iibergefiihrt war, bei der Salkowskireaktion nach Unterschichtung 
mit konzentrierter Schwefelsiiure eine von der Schichtberiihrungs- 
stelle nach oben erfolgende Entfirbung der stark gelben Lésung. 
Bei der Ausfiihrung der Burchard-Liebermannreaktion trat ein 
spontaner Umschlag von gelb nach griin mit rasch darauffolgender 
Entfirbung ein und ebenso brachte die Milbradtreaktion eine 
rein griine Fiirbung, die sich gleichfalls entfirbte. Analoge Er- 
scheinungen konnten an keinem anderen der untersuchten Ver- 
treter aus der Gruppe séurefester Bakterien beobachtet werden 
und dieses Verhalten des Pigmentfarbstoffes der Timotheegras- 
bazillen scheint spezifisch zu sein. 

K. Chargaff}*) beschreibt, da8 Lisungen der pigmentreichen 
Wachsfraktion durch konzentrierte Siuren entfirbt werden. 

Der in der Kialte gewonnene Petrolitherextrakt ergab 
keine sicheren Sterinreaktionen, auch nicht iiber die Digitonin- 
fillung. Im letzten Fall wurde wieder die bereits beschriebene 
rosa Fairbung bei der Burchard-Liebermannreaktion erhalten. 

Der in der Hitze hergestellte Petrolitherextrakt zeigte iiber 
die Digitoninfaillung einwandfrei positive Reaktionen nach Sal- 
kowski, Burchard-Liebermann und Milbradt. 

Der Chloroformauszug gab stark gestérte Reaktionen, die 
jedoch bei der Burchard-Liebermann- und Salkowskireaktion noch 
als positiv zu erkennen waren. 

Der Sterinnachweis ist somit fiir die Gruppe der siure- 
festen Bakterien wohl hinreichend erbracht und es lag im Inter- 


‘) J. f, Bakt., 1. Abt., 119 (Orig.) S. 121. 
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esse der vorliegenden Arbeit, diese Untersuchungen auch auf die 
eingangs erwihnten pathogenen Diphtheriebazillen und Colibakterien 


auszudehnen. 


Zur Ziichtung von Diphtheriebazillen sind einfache Nikr. | 
lésungen (nach Sauton, Long und Lockemann) ungeeignet, da | 
die Bazillen ziemliche Anspriiche an die Zusammensetzung des | 
Nihrmediums stellen. Diphtheriebazillen werden daher iblicher. | 


weise auf komplizierteren Nihrbéden geziichtet, die u. a. entweder 
Fleischbrithe oder Liebigs Fleischextrakt enthalten. 


Orientierende Versuche an Liebigs Fleischextrakt er-| 


gaben nach 8stiindigem AufschluS mit 20°/, iger Natronlauge in 
der Siedehitze, Ausithern (8 mal 12 Stunden), Trocknen des Athers, 


Aufnahme des Atherriickstandes in Chloroform — in zwei vont 


drei untersuchten Fallen positive Sterinreaktionen. 


Da aber gerade die Frage von Interesse war, ob Bakterien | 


befahigt sind, aus relativ einfachen, in der Nahrlésung enthaltenen 


Bausteinen Sterine zu synthetisieren, wurde auf die Untersuchung | 


yon Diphtheriebazillen verzichtet. 

Uber die Untersuchung von Colibakterien, die wenn auch 
schwer, so doch auf Lockemanns Niahrfliissigkeit geziichtet 
werden kénnen, wird, sobald solche Bakterien in hinreichender 
Menge verfiigbar sind, in kurzer Mitteilung ergiinzend berichtet. 


Zusammenfassung. 


Es wurden verschiedene Vertreter der Gruppe siurefester | 


Bakterien, pathogener und nicht pathogener, eingehend auf Sterine 
untersucht und deren Anwesenheit einwandfrei mit Hilfe von 
Digitoninfallung und Farbreaktionen nach Salkowski, Whitby, 
Burchard-Liebermann und Milbradt entgegen den Angaben 
anderer Autoren festgestellt. 

Zur Untersuchung gelangten auf Lockemanns Lésung D 
geziichtete humane Tuberkelbazillen ,,Bethge“, bovine Tuberkel- 
bazillen ,GA*“, ein Stamm ,,BCG“ und Timotheegrasbazillen. 

Es werden methodische Angaben zum Nachweis des Chole- 
sterins gemacht und versucht, Erklirungen abzugeben fiir das 


fast durchweg von seiten anderer Autoren angegebene Versagen f 


des Sterinnachweises an Bakterien. 
Die Versuche wurden an Diphtheriebazillen nicht ausgefiihrt, 
da das fir die Ziichtung derselben nétige Kulturmedium nicht 


frei von Sterinen ist. 


Diesbeziigliche Versuche an Colibakterien, deren Ziichtung } 


auf Lockemanns Loésung gelingt, werden bei naichstméglicher 
Gelegenheit mitgeteilt. 
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Uber die Rolle des Glutathions im lebenden Gewebe. 
Von 


R. Bierich und A. Rosenbohm. 





(Aus dem Krebsinstitut, Hamburg-Eppendorf.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. November 1934.) 


Wir haben in einer friitheren Arbeit*) die Vermutung aus- 
gesprochen, daf in der Leber auBer dem Glutathion, dem gelben 
Pigment (Vitamin B,) und der Ascorbinsiure (Vitamin C) offenbar 
noch eine vierte reduzierende Substanz enthalten sei. Hierfiir 
sprach der Befund (Tab. 1), daB die Leberextrakte einen hohen 
Verdiinnungsfaktor zeigten. Unter Beriicksichtigung des friiheren 
Befundes”) — daB der Verdiinnungsfaktor, den Nierengewebe zeigte, 
durch Anwesenheit von Cystein*) bedingt ist — war also fest- 
zustellen, ob der Verdiinnungsfaktor der Leberextrakte nicht eben- 
falls durch Cystein bedingt wurde. Diese Annahme wurde von 
uns bestiitigt und mit Hilfe des Verdiinnungsfaktors am Ratten- 
hirn und Rattensarkom weiter gezeigt, daB auch die Extrakte aus 
diesen Geweben Cystein enthalten. 

Fir den Nachweis des Cysteins ist charakteristisch, daB der 
Gehalt der Gewebsextrakte an ihm mit der Zeit (Minuten), die 
von der Entnahme bis zur Fixierung der Gewebe vergeht, an- 
steigt. Da mit Entnahme des Gewebes die physiologische Sauer- 
stofizufuhr aufhért und der im Gewebe zu dieser Zeit vorhandene 
Sauerstoffvorrat schnell verbraucht wird, muf in ihm eine zu- 
nehmende Sauerstoffverarmung zustande kommen und diese — wie 
wir annehmen — die iAuBere Bedingung fiir die ebenfalls zu- 
nehmende Freisetzung des Cysteins schaffen. Wir nehmen weiter 
an, daB, wihrend im Experiment die Sauerstofizufuhr zum Gewebe 
irreversibel ausgeschaltet ist, in vivo reversible Anaerobiosen zu- 
stande kommen und daB diese die physiologische Bedingung fiir 
das Auftreten von Cystein in den Geweben schaffen. 


*) Das Nierengewebe enthilt nach unseren neuen Befunden bis zu 
20—30 mg-°/, Cystein bzw. Cysteinylglycin. 
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Verdiinnungsfaktoren bei verschiedenen Tieren und Organen. 


Die fein zerschnittenen Gewebe wurden entweder méglichst schnell fixiert 
(Kontrolle = K.) oder 1 Stunde bei 52° gehalten (Versuch = V.) und die 
Wolframatextrakte in verschiedenen Verdiinnungen titriert. 


Tabelle 1. 
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In der Spalte Jodverbrauch der SH-Substanz bezeichnet die Zahl 
bei K. und dem Verdiinnungsgrad 1 den colorimetrisch ermittelten SH-Wert 
(umgerechnet in Kubikzentimeter n/200-Jodlésung). Die SH-Werte bei den 
verschiedenen Verdiinnungsgraden sind errechnet durch Addition der Zu- 
nahmen bei den Gesamtjodwerten (a). 

Bei V. und Verdiinnungsgrad 1 ist der colorimetrisch ermittelte SH-Wert 
yon K. bei Verdiinnungsgrad 1 zugrunde gelegt. Dieser Wert stimmt an 
sich nicht ganz, er kann aber nicht héher, kann nur niedriger sein. Die 
Verdiinnungsfaktoren werden daher bei V. in Wirklichkeit gréBer sein. 


Nach unseren Befunden (Tab. 2 und 3) ist die Quelle dieser 
Cysteinbildung das im Gewebe vorhandene Glutathion und die 
Cysteinabspaltung aus dem Glutathion wird nicht nur mit der 
Zeit, sondern auch mit der Temperatur beschleunigt. 


Tabelle 2. 


Oxydation der reduzierenden Substanzen durch 1 stiindiges Schiitteln des 
Gewebsbreies nach 1 stiindigem Erhitzen auf 52°. 
(Methode von Hopkins und Elliot.) 








SH + X]SH color.| SH titr.| X titr 
Flexner-Jobling-Ca der K 6,7 1,6 
Ratte Vv 3.9 0,62 1,52 | 1,14 
Leber, Ratte ..... K. 16,3 13,6 
¥ 2,6 
: X ber 
Leber, Meerschweinchen K 17,5 6,74 10,8*) 
V 15,4 3,06 12,3 
Niere, Ratte. ..... K. 21,8 8,4 
¥. 4,6 
Niere, Meerschweinchen K 22,1 7,7 
V 15,4 2,8 
Hirn, Ratte...... K. 8,22 2,3 
V 2,3 
Hirn, Meerschweinchen K 12,9 4,35 8,55 
V 6,9 2,02 4,9 

















*) Die X-Substanz nimmt beim Versuch scheinbar zu. (Auftreten von Cystein.) 


Die Zahlen geben den Jodverbrauch (n/200) auf 10 g Gewebe an. 
Der Befund am Hirn zeigt, da nicht allein SH, sondern vor allem 
die ,,.X-Substanz“ oxydiert wird. 
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Tabelle 3. 
Meerschweinchenleber. 


Die Gewebe wurden fein zerschnitten, in Wasser suspendiert und unmittel- 
bar nach Abschlu8 in A, B und C die EiweiBfaillung mit Wolframat- 
Schwefelsiiure gemacht. 

















Behandlung SH +X SH color. 
A 1" bei Zimmertemperatur 18,2 9,46 
7 1” bei 52° 21,2 4,9 
C 1" bei 52° u. 1° geschiittelt 16,3 3,35 
A ceca 23,8 12,4 
1B Wie bei I 22 4 6,38 
C 18,85 5,07 











Nach 1stiind. Erhitzen (B) nimmt der colorimetrische SH-Rest um 
4,5 bzw. 6 ab, wihrend die gesamtreduzierende Substanz um 8 zunimmt 
bzw. um 1,4 abnimmt. 

[Auftreten einer neuen Substanz (Cystein) mit héherem Jodverbrauch 
(Verdiinnungsfaktor) und positiver Sullivanreaktion. Ein Teil des SH mag 
dabei schon oxydiert sein, ein anderer Teil, das Cystein, gibt eine 
schwiichere Nitroprussidreaktion.] 

Es ist hiernach verstindlich, daB in allen Gewebsextrakten 
Cystein vorliegt, und da es bei der Jodtitration im Vergleich zu 
Glutathion 3—6 mal mehr Aquivalente Jod verbraucht, ist diese 
Tatsache nicht nur zu beriicksichtigen, wenn festgestellt werden 
soll, wie groB der Gehalt der Gewebe an reduziertem Glutathion 
ist oder ob im lebenden Gewebe auBer reduziertem auch oxydiertes 
Glutathion vorliegt, sondern auch wenn zu entscheiden ist, ob das 
Glutathion hier das von Hopkins*) geforderte reversible Oxydo- 
reduktionssystem bildet. 

Soll der Gehalt eines Gewebes an Glutathion bestimmt werden, 
so ist hierfiir die Jodtitration allein ungeeignet, denn sie kann 
nur Aussagen iiber die Gesamtheit der reduzierenden Substanzen 
machen. Sie ist hiernach ebenso ungeeignet, um den Gehalt eines 
Gewebes an oxydiertem Glutathion zu bestimmen. 


Um diesen festzustellen, fixierten wir die Gewebe in einer f 


Reihe von Fallen so schnell, da8 in ihnen eine wirksame Sauer- 
stofiverarmung nicht zustande gekommen sein konnte‘*), In einer 
anderen Reihe von Fallen wurde versucht — durch Zugabe von 
KCN oder [nach Schelling®) bzw. Woodward und Fry‘)] von 
nascierendem Wasserstoff — ein méglicherweise urspriinglich vor- 
handenes oxydiertes Glutathion zu reduzieren und auf diesem 
Wege nachzuweisen. Mit beiden Methoden gelang der Nachweis 
von oxydiertem Glutathion nicht. 
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Hopkins’) hat seine Vorstellung, da’ im lebenden Gewebe 
neben reduziertem auch oxydiertes Glutathion vorhanden sei, und 
daB dessen Oxydation hier durch thermolabile, die Reduktion 
fordernde Kérper gehemmt wiirde, damit stiitzen zu kénnen ge- 
glaubt, daB er zeigte, diese Schutzwirkung lieBe sich durch 1 stiin- 
diges Erhitzen auf 52° ausschalten. Denn, wenn er das Substrat 
danach durch Schiitteln an der Luft oxydiert hatte, verbrauchte 
es weniger Jod als ohne vorheriges Erhitzen, waren also — wie 
er annahm — die das Glutathion reduzierenden Schutzstoffe 
zerstért. Er benutzte diese Methode, um den Grad der Oxydier- 
barkeit des Glutathions in den verschiedenen Geweben zu be- 
stimmen und fand, da’ Rattenorgane von dem Schutzstoff weniger 
enthalten sollten als Meerschweinchenorgane. 

Bei der Nachuntersuchung dieser Angaben (Tab. 3) erhitzten 
wir den Gewebsextrakt ebenfalls 1 Stunde lang auf 52°, schiittelten 
ihn aber danach zunichst nicht an der Luft. Die titrimetrische 
Bestimmung ergab, daB der Jodverbrauch angestiegen war’*), 
wihrend die colorimetrische Bestimmung‘) feststellte, daB der 
Glutathiongehalt im Extrakt annihernd um die Hialfte abgenommen 
hatte. Wurde der Gewebsextrakt jetzt an der Luft geschiittelt, so 
nahm das SH ab. 

Nach diesen Befunden kommt der von Hopkins gefundene 
Abfall nicht einfach durch eine Oxydation des Glutathions zu- 
stande, indem durch das 1 stiindige Erhitzen der Gewebe Stoffe, 
die das Glutathion reduziert halten, soweit zerstért werden, daB 
es jetzt beim Schiitteln leicht oxydiert werden kann, sondern beim 
1 stiindigen Erhitzen der Gewebe wird aus einem Teil des ur- 
spriinglich vorhandenen reduzierten Glutathions Cystein abgespalten. 
Hierfiir spricht, daB das Substrat (Tab. 3) infolge des Verdiinnungs- 
faktors einen erhéhten Jodverbrauch hat. Dafiir, daB dieser durch 
Cystein und nicht durch Glutathion bedingt ist, spricht weiter, 
daB das Substrat die fiir Cystein charakteristische schwichere 
Nitroprussidreaktion**) und gleichzeitig eine deutlich positive 
Sullivanreaktion gibt. 

Wird nunmehr an der Luft geschiittelt, so werden Glutathion, 
Cystein und Vitamin C oxydiert. Kin Teil des SH-Oxydations- 

*) In einem Falle wurde eine geringe Abnahme des Jodtiters gefunden. 
Wir fiihren diese auf Zerstérung des gleichzeitig vorhandenen Vitamins C 
zuriick. 

**) 1 Mol. Cystein gibt eine rund um die Hiilfte schwiichere Nitro- 
prussidreaktion als 1 Mol. Glutathion. 
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produktes ist hierbei noch durch KCN reduzierbar geblieben, der 
andere Teil der SH-K6rper ist allem Anschein nach weiter oxy- 
diert worden. 

Aus den Versuchen von Hopkins und Elliot iiber die 
Oxydierbarkeit des Gewebsglutathions und die Reduzierbarkeit 
von dem Gewebe zugesetztem Glutathion lassen sich nach unseren 
Befunden keine quantitativen Schliisse tiber die Oxydierbarkeit 
des Glutathions im Gewebe bzw. die Reduktionskraft von Geweben 
verschiedener Tierarten ziehen. Denn bei ihnen ist unberiick- 
sichtigt, daB sobald aus dem Glutathion Cystein abgespalten wird, 
ein Verdiinnungsfaktor auftritt, der die Ergebnisse der Jod- 
titration failschen muB. Im Nierengewebe, das eine hohe Re- 
duktionskraft und einen hohen Verdiinnungsfaktor hat, wird die 
hohe Reduktionskraft méglicherweise durch die starke Cystein- 
abspaltung nur vorgetiiuscht. 

Wir nahmen anfangs an, daf die reduzierenden Substanzen — 
Glutathion, Vitamin B, und Vitamin C — eine mafgebende Rolle 
bei der Hemmung oder Beschleunigung von Oxydationsvorgingen 
in den Geweben spielen sollten. Hierfiir sprach der Befund, daB 
das Glutathion das Vitamin © vor der Oxydation durch Silber- 
salze schiitzte und wir benutzten diesen Befund, um nach Fiallung 
von Wolframatextrakten durch Silberlactat Vitamin C abzutrennen 
und zu bestimmen') Durch die Schutzwirkung des Glutathions 
war offenbar weiter bedingt, daB sich Vitamin C im Nebennieren- 
mark im Gegensatz zu Nebennierenrinde mit der Silberreduktions- 
methode nicht nachweisen laBt. Dieser Befund erklart sich daraus, 
daB das Mark annihernd doppelt so viel Glutathion wie die 
Nebennierenrinde enthialt (Tab. 4). 


Tabelle 4. 
Glutathion (SH) und Vitamin C (,,C“)-Gehalt in der Nebenniere des Rindes*). 




















SH in °/, der 
YG6 se x s . gesamt- ‘“ 
SH +,,C yC SH color. | anzierenden| »©. : SH 
Substanz 
I. Mark 28,95 22,4 5,05 17,6 4,43 
Il. Rinde 43,8 37,4 4,2 9,6 8,91 

















*) Die Zahlen der ersten 3 Spalten geben den Jodverbrauch (n/200) auf 
10 g Gewebe wieder. 


. Von weiteren reduzierenden Substanzen wurde Ergothionein 
in der Leber und Niere der Ratte nachgewiesen. Der Nachweis 
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konnte aber nur qualitativ — mit der colorimetrischen Reaktion 
nach Hunter‘) — erbracht werden und nur, wenn das EiweiB — 
nach Benedikt und Newton*) — mit Molybdinsiure gefillt 
wurde. Er versagte dagegen bei Wolframatfaillung — wie wir 
in einer friiheren Arbeit®) berichtet haben. 

Zusammenfassend labt sich iiber die Rolle des Glutathions 
im lebenden Gewebe folgendes sagen. Die Versuche von Dixon 
und Meldrum?*) am gewaschenen Muskel haben ergeben, dab 
Cystein und Schwermetall anwesend sein miissen, wenn das 
Glutathion oxydiert werden soll. Ubertrigt man diesen Befund 
auf das lebende Gewebe, so muf das Glutathion hier bei Gegen- 
wart von Cystein leicht oxydierbar, bei seiner Abwesenheit iiber- 
haupt nicht bzw. schwer oxydierbar, und damit mehr oder weniger 
inaktiv sein. Die Aktivitét des Glutathions ist dann davon ab- 
hiingig, ob — durch Abspaltung aus ihm — in dem Gewebe eine 
bestimmte Cysteinkonzentration zustande kommt oder nicht und 
muB zudem noch je nach Konzentration des Cysteins verschiedene 
Grade haben kénnen. 

Tab. 1 zeigt am Verdiinnungsfaktor, daB der Cysteingehalt 
eines Gewebes bei verschiedenen Tierarten bzw. verschiedener 
Organe bei demselben Tier verschieden hoch ist. Dies spricht 
unserer Meinung nach dafiir, daB die verschiedene Héhe der 
Cysteinkonzentration fiir die verschiedene OxydationsgréBe der 
Gewebe von Bedeutung ist. 

Da die Abspaltung von Cystein aus dem Glutathion unter 
normalen Bedingungen gering ist, wird verstiindlich, 1. daB sich 
das reine Gewebsglutathion in der Regel nicht oxydieren, 2. oxy- 
diertes Glutathion im Gewebe nicht nachweisen labt, daB 3. das 
Glutathion im lebenden Gewebe kein reversibles Oxydoreduktions- 
system bilden und 4. daB es keine Oxydationsprozesse katalysieren 
und keine reduzierenden Wirkungen ausiiben kann. 

Das Glutathion ist also weder ein Reduktions- noch ein 
Oxydationssystem der Gewebe, sondern ist die inaktive Speicher- 
substanz der SH-Kérper. Aus ihm entstehen die aktiven SH- 
Kérper, wenn Schwermetall und Cystein vorhanden sind und 
miteinander ein Komplexsalz gebildet haben, das die Oxydierbar- 
keit des Glutathions spezifisch katalysiert. Das zur Bildung des 
Komplexsalzes nitige Cystein wird aus dem inaktiven Glutathion 
abgespalten, sobald eine Atmungsschiidigung im Gewebe vorliegt. 
In normalen Geweben besteht diese in geringerem Grade oder 
erfolgt voriibergehend, im Krebsgewebe besteht sie in héherem 
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Grade!) dauernd. Als ihre Folge tritt eine voriibergehende bzw, 
dauernde Aktivierung des Glutathions und damit der Methyl- 
glyoxalase auf und solange diese aktiviert ist, wird das ent- 
stehende Methylglyoxal zu Milchsiiure dismutiert und damit seine 
Resynthese zu den Kohlenhydraten zuriickgedringt. Wir haben 
an anderer Stelle!*) darauf hingewiesen, daB auf diesem Wege 
eine indirekte Hemmung der Pasteur-Meyerhofschen 
Reaktion zustande kommt. 


Zur Methodik der Sullivanreaktion. 


Das Gewebe wird zerschnitten, mit Quarzsand verrieben, mit Wasser 
in ein Mebgefi8B iibergespiilt und die Eiweiffillung mit Sulfosalicylsdure 
vorgenommen. Auf 1g Gewebe kommen 2,43 cem 10°/,ige Sulfosalicyl- 
siure, und es wird mit Wasser auf 10ccm Gesamtvolumen aufgefiillt. In 
dem zentrifugierten Extrakt wird'*) das Glutathion und Cystein mit Silber- 
lactat nach Folin gefillt. Nach dem Zerlegen der Silber-SH -Verbindungen 
im Wasserbad werden beide Kérper in wenig eisgekiihltem Wasser geldst, 
um méglichst alles Silber aus der Lésung zu entfernen. Nach dem Zentri- 
fugieren werden vorsichtig 5cem zur Sullivanschen Reaktion entnommen, 
nach der von Sullivan?’) beschriebenen Methode verfahren und nach 80’ 
im Stufenphotometer bei Filter S50 gemessen. 

Die Jodtitration und die Nitroprussidreaktion erfolgt wie friiher im 
Wolframatextrakt. 
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Uber den Gehalt raschwachsender jugendlicher Gewebe 
an Ascorbinséure und Glutathion. 


Von 


R. Bierich und A. Rosenbohm. 


[Aus dem Krebsinstitut Hamburg-Eppendortf.] 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. November 1934.) 


Ks wurde die Frage untersucht, ob und wie sich der Ascorbin- 
siure- und der Glutathiongehalt in raschwachsenden jugendlichen 
Geweben (Hirn und Leber) dndert. 

Fir das Hirn (Tab. 1) ergibt sich: mit dem Wachstum des 
Tieres nimmt 1. die absolute Menge an reduzierender Substanz ab, 
2. der Gehalt an Glutathion bleibt ziemlich konstant, 3. die 
X-Substanz*) nimmt stark ab, 4. die Relation Glutathion: X wird 
infolgedessen gréBer, 5. dies tritt besonders deutlich hervor, wenn 
man auf die Trockengewichte bezieht, denn das jugendliche Hirn 
hat beinahe einen doppelt so hohen Wassergehalt wie das erwachsene. 
Hiernach laBt sich zwischen Zunahme der Organgewichte, wie sie 
von der Geburt bis zur Reife der Tiere erfolgt, und Gehalt der 
Gewebe an Glutathion oder X-Substanz keine gesetzmiiBige Be- 
ziehung erkennen. 

Fir die Leber (Tab. 2) sind die Befunde nicht ganz so ein- 
deutig. Es laBt sich feststellen, daB hier 1. die absolute Menge 
an reduzierender Substanz mit dem Wachstum des Tieres kaum 
oder wenig zunimmt, 2. dab im Vergleich zum Hirn der Gluta- 
thiongehalt deutlich zunimmt, 3. der Gehalt an X-Substanz ziem- 
lich konstant bleibt, 4. infolgedessen der Quotient Glutathion: X-Sub- 
stanz zunimmt, 5. bei Bezugnahme auf die Trockengewichte sich 
keine stirkeren Unterschiede zeigen, da die Leber von jugend- 
lichen und erwachsenen Ratten nahezu das gleiche Verhiltnis von 


*) Die Bezeichnung ,,X-Substanz“ (Diese Z. 215, 151 (1933); 223, 136 
(1934)] wird von uns noch beibehalten. Die ,,X-Substanz“ besteht zum 
groBten Teil aus Ascorbinsiure, enthilt aber méglicherweise noch eine 
weitere reduzierende Substanz (vgl. SchluBsatz dieser Arbeit). 
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Frisch- zu Trockengewicht hat, 6. daB in den Geweben mit Zu. 


nahme der Organgewichte keine Beziehung zu den Gehalten an | 


Glutathion oder X-Substanz nachweisbar ist. Auch nach den Re. 
funden an der Leber stehen also Ascorbinsaéure und Glutathion in 


keiner Beziehung zum Wachstum jugendlicher Organe bzw. zu | 


erhéhten Zellvermehrung in ihnen, 


Tabelle 1. 








Korper- SH +X SH xX Bsa von 



































gewicht X SH+X | gewicht 
Rattenhirn. 

1,56 18,3 4,19 14,1 0,297 22,8 0,096 

4 19,4 2,1 16,7 0,16 13,8 0,197 

4,8 19,3 2,98 16,3 0,18 15,4 0,196 

4,9 18,9 3,8 15,6 0,21 17,3 0,193 

5,8 19,4 2,86 16,5 0,17 14,8 0,253 

6,5 21,2 3,1 18,1 0,17 14,6 0,321 

7,4 20,5 8,2 17,3 0,18 15,5 0,34 

8,9 18,1 2,8 15,8 0,18 15,5 

10 19,0 2,2 16,8 0,13 11,8 

16 15,5 3,1 12,4 0,25 20,0 

18 16,7 3.8 12,9 0,29 22,8 

25 14,75 3,4 11,4 0,3 22,8 

28 13,75 3,9 9,9 0,39 28,2 1,2 

82 12,6 3,6 9,0 0,4 28,4 1,26 
150—200 | 9,3—13,4| 2,4—3,2 | 6,6—10,5 1,76—1,96 f 
(12 Tiere) | (11,02) | (2,82) (8,2) (0,34) (25,6) 

Vergleich auf Frisch- und Trockengewicht. 
21,2 3,1 18,1 auf Frischgewicht 

6,5 178 26 152 ,, Trockengewicht 

etwa 200 11,0 2,8 8,2 . Frischgewicht 
50,6 12,9 37,7 » Trockengewicht 
Meerschweinchenhirn. 

30 18,25 8,22 15,03 0,214 17,8 1,54 

1050 10,04 3,95 6,09 | 0,65 39,3 3,15 

















Dies gilt ebenso fiir Organe erwachsener Tiere wie fir gut- 


zeigt auch hier in verschiedenen Geweben — abgesehen von der 
Nebenniere — keine wesentlichen Schwankungen. Der Ascorbin- 


siuregehalt von Rattensarkom iibertrifft gelegentlich ein wenig 
den des Rattenhirns und der menschlichen Krebse*), immer aber 


sind die Differenzen nicht groB genug, um aus ihnen auf eine— 
spezifische Rolle von Glutathion oder Ascorbinsiiure bei der 
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Zellvermehrung zu schlieBen. Dies beriihrt nicht die Tatsache, 
daB sie im Stoffwechsel der lebenden Zelle eine maBgebende Rolle 
spielen. 
































Tabelle 2, 
om SH in °/, | Trockengewicht 
Korper- Ionix] su x | 82 I von io 01” des 
gewicht X SH+X | Frischgewichts 
Rattenleber. 
16 17,2 7,9 | 9,3 0,85 46 
4 11,8 5,6 6,2 0,9 48 
5,8 12,99 6,6 6,4 1,0 51 
7,4 12,05 | 6,95] 5,1 1,36 57,5 
24 17,7 10,3 1,4 1,4 58 
6,5 16,7 9,9 6,8 1,46 59 27%}, 
4,9 14,8 88 | 6 1,5 60 
200 19,1 11,4 7,7 1,5 61 
4,8 16,5 10,25 | 6,25 1,64 62 
32.3 15,6 9,7 5,9 1,64 62 
8,9 15,95 | 10,1 5,85 | 1,73 63 
210 19,8 | 12,75] 7 1,8 65 
215 16,1 10,5 | 5,6 1,9 66 
58 16,85 | 11,4 5,4 1,9 65 
32,3 20 18,6 6,4 2,1 68 
170 17,3 11,9 5,4 2,1 68 
28 21,5 14,8 6,7 2,2 69 
223 19,4 13,6 | 5,8 2,35 70 
170 222 | 17,2 | 5,0 3,4 17 
1,56 14,55 | 7,59] 6,96 | 1,90 52,1 28,6 %/, 
Muttertier 
etwa 200 | 19,6 15,4 5,2 2,3 73,5 
Meerschweinchenleber. 
30 18,7 | 7,9 |10,8 0,73 42 
Muttertier 
1050 39,7 | 15,2 | 24,5 0,62 38,3 




















Watson und Mitolo sowie Young und Mitolo haben 
ktirzlich !) mitgeteilt, daB im Krebsgewebe (Jensens Rattensarkom) 
und Hirn (Ratten, Miause, Meerschweinchen, Ochsen) eine Sub- 
stanz vorliegt, die mit Ammonmolybdat eine besonders intensive 
Reaktion gibt, und daB diese Reaktion in den anderen tierischen 


Organen schwiicher ausfallt. Sie nehmen an, daB diese Substanz 
| nicht Ascorbinsiure sei, weil diese in wiSriger Lésung und Zimmer- 
temperatur Ammonmolybdat nur langsam, ammoniakalische Silber- 
| nitratlésung sofort reduziere, in Aceton léslich sei, durch Hg-Acetat 


nicht gefallt wiirde und auBerdem deutlich antiskorbutisch wirke. 

Bei dieser SchluBfolgerung wurde von den Autoren iiber- 
schen, daB ein Vergleich der Ammonmolybdatreaktion auf Ascorbin- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXI. 4 
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siure in wiBriger Lésung und im Gewebsextrakt nicht zuliassig 
ist, weil sie im ersten Fall in reiner Lésung, im zweiten Fall 
gebunden an einen noch unbekannten Bestandteil des Gewebes 
vorliegt. Gibt man zu Gewebsextrakten mit schwacher Ammon- 
molybdatreaktion Ascorbinsiiure, so wird die Reaktion deutlich 
verstiirkt. Das verschiedene Verhalten von Ascorbinsiure in wiil}- 
riger Lésung und Ascorbinsiiure in Gewebsextrakt besteht auBer- 
dem nicht nur gegeniiber Ammonmolybdat, sondern auch gegen- 
iiber ammoniakalischer Silberlésung. Den Faktor, der die positive 
Ammonmolybdatreaktion der Ascorbinsiure im Gewebsextrakt be- 
wirkt, kennen wir zur Zeit nicht, wissen aber, daB die reduzierende 
Wirkung einer wiBrigen Ascorbinsiurelésung auf Silber nicht 
zustande kommt, wenn die Ascorbinsiiurelésung gleichzeitig Gluta- 
thion enthilt?), 

Von den 5 Punkten, in denen sich die diskutierte Substanz 
und die Ascorbinsiure nach Angabe der genannten Autoren unter- 
scheiden sollen, haben wir die Acetonlislichkeit und die Fallbar- 
keit in Quecksilberacetat nicht nachgepriift, die hier angefihrten 
Befunde sowie unsere Fiitterungsversuche mit Tumorgewebe®) 
sprechen aber dafiir, daB die ,,X-Substanz“ im Hirn und Tumor, 
wenigstens zum gréBten Teil, Ascorbinsiiure ist. 


Methodik. 


Die Bestimmung von SH + X erfolgte in iiblicher Weise in Wolframat- | 
extrakten durch Jodtitration, die von SH colorimetrisch [unter Verwendung | 
5°/, iger Nitroprussidnatriumlésung, nicht 0,5°/,, wie versehentlich*) angefiihrt | 
wurde]. X wurde aus der Differenz yon SH + X und SH bestimmt. 


Literatur. 


1. Biochemie. J. 28, 811 (1934); Nature 133, 572 (1934). 
2. Diese Z. 231, 39 (1935). 

3. Diese Z. 223, 186ff. (1934). 

4, Diese Z. 215, 151 (1983). 
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Uber den Einflu8 von Eisenverbindungen 
auf proteolytische und peptolytische Vorgainge. 
Von 
Ernst Maschmann und Erica Helmert. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus der Chemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses in Frankiurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. November 1934.) 


Kinige friiher beschriebene Beobachtungen') machten es not- 
wendig, den KinfluB von Eisenverbindungen auf Proteinasen naher 
zu untersuchen. Untersuchungen in dhnlicher Richtung sind 
schon mehrfach ausgefiihrt worden, am eingehendsten wohl von 
L. Michaelis und K.G. Stern’). Auf sie soll spaiter im Zu- 


sammenhang mit unseren Ergebnissen beim Kathepsin ein- 


gegangen werden. Die mitzuteilenden Resultate beziehen sich 


auf die Systeme Papain—Gelatine, —Gelatinepepton oder - Pepton 


(Witte). Als Enzympraiparate benutzten wir das Mercksche 
Papain (1:350) und ein daraus dargestelltes ,,grob“ gereinigtes 
Papain *), 

1. Papain—Gelatine. Aus Tab. 1 geht hervor, welche Kisen- 
verbindungen gepriift wurden und welchen EinfluB diese auf die 























Tabelle 1. 
Effekt bei Verwendung von 
Eisenverbindung Papain Merck (1:350) | Gereinigtem Papain 

im *, | in °/, 
mn 100 | 100 
Ferrosulfat ..... . 190 74 
Ferroammoniumsulfat . . 198 73 
lerriammoniumsulfat. . . 100 100 
Kaliumferrocyanid. . . . 168 158 
Kaliumferricyanid. . . . 86 | 88 
Nitroprussidnatrium . . . 100 100 
eee kk & wees 204 | 186 


1) E. Maschmann, Diese Z. 228, 141 (1934). 

*) Biochem. Z. 240, 192 (1931); ferner K. G. Stern, Biochem. Z. 234, 
116 (1931). 

*) Art der Reinigung, vg]. Diese Z. 228, 141 (1934). 
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Proteolyse auszuiiben vermégen. Die proteolytische Wirksamkeit 
der Enzympriparate ist gleich 100°/, gesetzt. Aus den unter 
den iiblichen Bedingungen ermittelten Spaltungsergebnissen zahl- 
reicher Versuchsreihen ist — fiir gleiche Mengen Eisen in Form 
der angefiihrten Verbindungen — der Mittelwert in Prozent der 
enzymatischen Aktivitit errechnet. Zum Vergleich sind die Werte 
fiir Cystein beigegeben. 

Zum Verstiindnis des verschiedenartigen Kinflusses der Ferro- 
ionen auf die Enzympriiparate, muB auf eine friihere Arbeit ver- 
wiesen werden’). Gelbes Blutlaugensalz kann als ziemlich guter 


Aktivator bezeichnet werden. Ferrocyankalium fdérdert die. 


Proteolyse sofort, es bedarf also keiner Vorbehandlung des Enzym- 
priparates oder des Substrates mit dem Zusatzstoff. Es reagiert 
nicht mit dem Papainbegleitstoff X*). Ferricyankalium hemmt die 
Proteolyse nur schwach. Selbst eine 24 stiindige Einwirkung von 
verhaltnismiBig viel rotem Blutlaugensalz auf Papain bei 40°, 
fiihrt auch nur zu einer 10—20°/,igen Hemmung der Proteolyse. 
BesiBe ,,vollaktives* Papain ,,Mercaptannatur“5), dann sollte man 
erwarten, daB Ferricyankalium, das bei p,, = 5 z. B. Cystein und 
SH-Glutathion rasch oxydiert, die Proteolyse viel stiirker oder 
vollstandig hemmt. 

Bemerkenswert erscheint uns, dafB Hiimoglobineisen schon 
in sehr geringer Menge einen beachtlichen Aktivierungs- 
effekt auszuiiben vermag. Wie die Figur zeigt, ist das Aktivierungs- 
vermégen des Himoglobineisens merklich gréBer als das gleicher 
Mengen Eisen in Form des gelben Blutlaugensalzes. Es scheint, 
daB die Art der Bindung des Eisens auf die GréBe des Aktivierungs- 
effektes weitgehenden KinfluB hat. Ob sich das Eisen im Hamo- 


globin verschiedener Herkunft gleich verhilt und welchen Einflud | 
3wertiges Kisen in Form von Methimoglobin, Himin usw. aul | 


die Proteolyse ausiibt, wird noch gepriift. Die Kenntnis des EKin- 
flusses gerade solcher EKisenverbindungen auf Kathepsin kann 
fiir das Verstiindnis des intracelluliren EiweiBumsatzes von 
Wert sein. 


Auf Grund des Verhaltens komplexer Kisen(II)-Verbindungen | 


ist es sehr wahrscheinlich, dafi die starke aktivierende Wirkung, 
die Ferrosalz in Verbindung mit dem Papainbegleitstoff X ent- 


faltet*), von einer komplexen EHisen(II)-Verbindung herriihrt, die 


sich nach der Reduktion des Begleitstoffes bildet. 


*) Vgl. dazu E. Maschmann, Diese Z. 228, 141 (1934). 
*) Th. Bersin, Diese Z. 222, 177 (19383). 
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2. Papain—Pepton. Wie die Werte in ‘'ab. 2 und 3 zeigen, 
ist der EinfluB von Eisenverbindungen auf die Peptolyse ein 
etwas anderer als auf die Proteolyse. Auch hier sind die Akti- 
vierungseffekte aus den Spaltungsergebnissen (24 stiindige Spaltungs- 
dauer) einer Reihe gleichartiger Versuche errechnet, wobei die 
sehr geringe Wirksamkeit der Papainpriparate auf die Peptone 
sleich 100°/, gesetzt wurde. Zum Verstindnis des Verhaltens der 








227 
2,0 +- 
18+ 
16 + 
= 
aa 14 
| 
2» 12+ 
i) 
So 
& 10T 
= 1 Hamoglobin( 0,163 mg Fe ) 
O8&+ 2 a (0,082 " ") 
= 3 4 (0.041 " 1) 
5 06+ | 4 y (0,016 4 7) 
2 5 y (0,008 % 1) 
2 6 Ky FeCug (0.162 “  *) 
3 O47 7 r (0.082 7 4) 
a 8 ’ (0,041 " ") 
02+ 9 ’ (001 “ *) 
10 4 (0,008 “ ") 
j 11 — (Kontrollansatz; Vol.iocem.) 





rT 


3 24 
——>» Spaltungsdauer in Stunden 


KinfluB gleicher Mengen Eisen in Form von Himoglobin (Pierd) 
und gelbem Blutlaugensalz auf die Proteolyse. 


Ferro-ionen miissen wir auch hier auf eine friihere Arbeit ver- 
weisen}), Unsere zahlreichen Versuche, besonders mit Kalium- 
lerricyanid, zeigen alle eindeutig einen geringen aber deutlichen 
Aktivierungseffekt. 

Mit der Art, wie die Aktivierungseffekte im einzelnen bei 
der Proteolyse und Peptolyse zustande kommen, werden wir uns 
spiter etwas eingehender befassen. Es gibt ohne Zweifel Akti- 

















54 Maschmann u. Helmert, Uber den EinfluB von Eisenverb. usw. 


vierungserscheinungen, die nicht mit der Bildung neuer SH-Gruppen 
in Zusammenhang stehen. Der einfachste Fall scheint uns der 
schon vor lingerer Zeit von H. Kraut und E. Bauer®) bekannt- 
gegebene zu sein: die Beseitigung von Hemmungskérpern ’). 


Tabelle 2. 




















Kiffekt gegeniiber Gelatinepepton 
; : bei Verwendung von 
Eisenverbindungen 
Papain Merck (1:350)| Gereinigtem Papain 
in °/, in °/, ( 
ae 100 | 100 
Perrosulfat. 1. 1... . s + 488 | 100 
Ferroammoniumsulfat. . . 502 ! 108 
Ferriammoniumsulfat . . . 103 174 
Kaliumferrocyanid . . . . 394 | 365 
Kaliumferricyanid . . . . 194 193 } 
Nitroprussidnatrium .. . 280 246 ' 
eee 637 645 
Tabelle 3. 
Effekt gegeniiber Wittepepton 
; } bei Verwendung von 
Eisenverbindungen , 
Papain Merck (1:350) | Gereinigtem Papain 
in °/, in °/, | 
-- 100 | 100 
| 1130 | 1050 
Ferroammoniumsulfat . . . 1160 1060 
Ferriammoniumsulfat . 88 100 
Kaliumferrocyanid. . . . 580 650 
Kaliumferricyanid , 257 | 250 
Nitroprussidnatrium .. . 328 340 
oo ee a ae ee 2380 | 2250 
6) Diese Z. 165, 10 (1927); vgl. auch E. Maschmann, Diese Z. 228, 
141 (1834), und zwar S. 144. 
7) Sei es durch ihre Abtrennung, sei es durch Beseitigung ihres EKin- 
flusses durch Zusatzstoffe. 
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,»2wischenferment” aus Froschmuskulatur. 
Von 
Th. Wagner-Jauregg, E. F. Méller und H. Rauen. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Institut fiir Chemie, Heidelberg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Dezember 1934.) 


Vor einiger Zeit haben wir iiber die Dehydrierung der 
|-Apfelsiure durch Methylenblau in Gegenwart von Frosch- 
muskelextrakt, Flavoprotein und Coferment berichtet?). Dieser 
Vorgang wird durch Blausiure nur wenig gehemmt, wie zu er- 


warten war (Tab. I). 
Tabelle I. 


Dehydrierung von 1-Apfelsiure durch Methylenblau 
in Ab- und Anwesenheit von Blausidure. 


Je Ansatz 0,5cem Methylenblaulésung 1:5000. Flavoproteinlésung: 1 cem 

entspricht 25 y Lactoflavin. Darstellung der Fermentlésung nach unserer 

friiheren Angabe'); beziiglich Flavoprotein und Co-Ferment vgl. den priipara- 
tiven Teil (S. 59). Versuchstemperatur 37°. 




















Malico- n/10 
Dehy- el Mnt- . 
Pie lan Flavo- |Co-Fer-] Apfel- | m/100- . Hint Konzen 
Nr.} . gaures , | H,O |[firbungs-} tration 
‘! 1 Brosch- | protein} ment KCN ene 
Na zeit des KCN 
muskel 
eem cem cem eem cem eem Min. 
0,8 0,3 | 0,4 om — | 10 |>250 si 
2 0,8 wae 0,4 0,4 — es 250 = 
0,8 0,3 | 0,4 0,4 -— 2 26 on 
0,8 0,3 | 0,4 0,4 | 0,06 | 0,54 30 m/5000 
0,8 0,3 | 0,4 0,4 | 06 i 39 m/500 























Die lange Entfirbungszeit in Versuch Nr. 1 zeigt, dab das Ferment- 
priparat nur wenig Substrate enthielt. Der Vergleich von Nr. 2 und 3 
li8t erkennen, daB Flavoprotein ein wesentlicher Bestandteil des Systems ist. 


') Diese Z. 228, 273 (1934). 
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Es war uns nicht moéglich bei der Dehydrierung der Apfel- 
siure den Wasserstoffacceptor Methylenblau durch Sauerstotf 
zu ersetzen; die Geschwindigkeit der Sauerstoffaufnahme in 
Luft betrug nur etwa '/, derjenigen GréBe, die nach den Ent- 
farbungszeiten des Methylenblaus zu erwarten war. Man muti 


das untersuchte EKnzympraparat demnach als ,anoxytropes“ be- | 
zeichnen. Bei anderen ,,anoxytropen“ Dehydrasesystemen gelingt | 


es manchmal, eine Sauerstoffiibertragung durch Zugabe von Methylen- 
blau zu erzwingen. In unserem Falle blieb auch in Gegenwart 
von Methylenblau die Sauerstofiaufnahme eine sehr geringfiigige. 
Wir dachten auch an eine Schidigung des Enzyms durch Wasser- 
stoffsuperoxyd, welches bei der Dehydrierung in Gegenwart von 
Sauerstoff auftreten kénnte; aber auch nach Zugabe von Katalase 
war eine lebhaftere Oxydation durch Luftsauerstoff nicht zu 
erzielen. 

Ahnliche Verhiiltnisse fanden wir beim , Zwischenferment* 
aus Froschmuskulatur, und in diesem Falle war es méglich, 
die Ursache fiir das ,,anoxytrope“ Verhalten zu ermitteln. Als 
»fwischenferment* bezeichnen O. Warburg und W. Christian’) 
ein Enzympriparat, in dessen Anwesenheit, gemeinsam mit Flavo- 
protein und Co-Ferment, Hexose-monophosphorsiure durch 
Sauerstoff oxydiert wird. Die genannten Autoren fallen zur Dar- 
stellung ihres Zwischenfermentes verdiinnten Lebedewsaft (aus 
Brauereihefe) mit Kohlensiure und nehmen den Niederschlag 
in Bicarbonatlésung auf. Wir gewannen durch Extraktion von 
zerkleinertem Froschmuskel mit schwach saurem Phosphatpuffer 
Lésungen, die im anaeroben Versuch mit Methylenblau ,,Zwischen- 
ferment*-Wirkung besitzen. 

In Tab. IT ist als Beispiel ein Ansatz mit einem derartigen 
Priparate angegeben, zum Vergleich auch ein entsprechender 
Versuch mit Zwischenferment aus Hefe. Die Verdiinnungsreihe 
zeigt, daB letztere Lésungen viel aktiver sind als die Frosch- 
muskelextrakte. Aber ein prinzipieller Unterschied in der Wirkung 
besteht im anaeroben Versuch nicht, wie wir uns in entsprechenden 
Kontrollversuchen, unter Weglassung von Zwischenferment, Flavo- 
protein, Co-Ferment und Substrat iiberzeugen konnten; fehlt auch 
nur eine dieser Komponenten, dann erfolgt die Entfirbung des 
Methylenblaus erst nach einigen Stunden. Blausiure hemmt die 
Dehydrierung der Hexose-monophosphorsiure nicht; man findet 


') Biochem. Z. 266, 377 (1938). 
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: im Gegenteil bei Anwesenheit von KCN die Kntfarbungszeiten 
etwas verkiirzt, genau wie im Versuch mit Hefezwischenferment. 


Tabelle IL. 


Dehydrierung von Hexose-monophosphorsiure (Neubergester) 
durch Methylenblau in Gegenwart von ,,Zwischenferment*, 
Flavoprotein und Co-Ferment. 


Je 0,5 eem Methylenblau 1:5000; 0,5 cem Enzymlésung (in m/15-Phosphat 
py 6,64) + 0,5 cem m/15-Phosphat py 6,64; 0,3 ccm Flavoprotein, ent- 
sprechend 8 y Lactoflavin; 0,4 cem Co-Fermentlésung; 0,4 ccm n/10-Neu- 
bergester (K-Salz). Versuchstemperatur 37°. 














re Entfirbungs- 
T iN « 
Nr. Enzymlésung') aus lee le, 
l Froschmuskel 7 
2 Hefe <1 
3 Hefe 1:4 1 
4 » 1:10 mit m/15-Phosphat (pq 6,64) 2 
BY ~« ieee verdiinnt 4 
6 ~ Bree 7 


Verwendet man als Wasserstoffacceptor Sauerstoff, dann 
zeigen die beiden Zwischenfermentpriiparate verschiedener Her- 
kunft ein véllig unterschiedliches Verhalten. In Ansatzen, die 
gleiche Entfirbungszeit im Methylenblauversuch ergeben, erfolgt 
mit Hefezwischenferment eine Sauerstoffatmung, die der Methylen- 
blaureduktion ungefihr entspricht, wahrend im Versuch mit Frosch- 
muskelzwischenferment eine O,-Aufnahme kaum festzustellen ist (vgl. 
Figur); es verhalt sich somit dieses Fermentpriparat ,anoxytrop*. 
Im Gemisch der beiden Fermentlisungen ist die ,oxytrope* Wir- 
kung des Hefeenzyms stark herabgesetzt (vgl. Figur); es miissen 
demnach in dem aus Froschmuskel dargestellten Zwischenferment- 
priparat Hemmungsstoffe anwesend sein, welche die Sauer- 
stoffaufnahme behindern. Auferlich unterschieden sich die beiden 
Zwischenfermentlisungen, mit denen die Versuche der Figur aus- 
selihrt wurden, dadurch, daB diejenige aus Hefe vollkommen 
klar, die aus Froschmuskel etwas getriibt war. Eine starke 
Hemmung der Wirkung des Zwischenfermentes aus Hefe konnte 
ubrigens auch in Gegenwart von Cytochrom + Indophenoloxydase 
gewaschener Ratten-Herzmuskel) beobachtet werden. 


') Darstellung vgl. S. 60. 
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Sauerstoff-Aufnahme von Hexose-monophosphorsiure in Gegenwart von Zwischenfermen' 


aus Hefe und aus Froschmuskel. 


Versuchstemperatur: 37°. Ansitze: 0,6 ccm m/10-Neubergester (K-Salz); 0,4 ccm Flavoprotein- 


lésung (entsprechend 10 y Lactoflavin); 0,6 cem Co-Fermentlésung ; 0,4 cem H,0. 


I: + 0,5 cem Zwischenferment aus Hefe (in m/15-Phosphat py 6,64) 1: 30 verdiinnt 
+ 0,5 ccm m/15-Phosphat, py 6,64. 
II: + 0,5 cem Zwischenferment aus Hefe, 1:30 verdiinnt + 0,5 cem Zwischenferment au: 
Froschmuskel (in m/15-Phosphat, py 6,64). 
Til: + 1ccem Zwischenferment aus Froschmuskel (in m/15-Phosphat, py; 6,64). 


O.Warburg und W. Christian?) geben an, daB das Zwischen- 
ferment aus Hefe durch Zugabe von Himin gehemmt wird; diese 
Inaktivierung erfolgt wahrscheinlich durch Bindung des Fermente: 
an Hiimin. Da das Zwischenferment aus Froschmuskel im 
Methylenblauversuch funktionstiichtig ist und die Reduktion de: 
Methylenblaus durch intermediiir gebildetes Leuko-Flavoprotein 
erfolgt, ist es denkbar, daB die mangelnde Sauerstoffaufnahme in 
diesem Falle auf eine Hemmung der Autoxydation de: 
Leuko-Flavoproteins zuriickzufiihren ist. 


O. Warburg und W. Christian*) wiesen nach, dab Hexose-mouno- 
phosphorséure im Cytolysat von Siiugetier-Erythrocyten, in dem 
Zwischenferment und Co-Ferment enthalten ist, von Sauerstoff nicht an- 
gegriffen wird. Isoliert man das Zwischenferment und das Co-Ferment au: 
dem Cytolysat, dann vermégen sie im Gemisch mit Hexose-monophosphor- 
siiure dieses Substrat soweit zu aktivieren, daB es mit Sauerstoff reagier! 
(,Aktivierung iiber das physiologische MaB hinaus; Uberaktivierung“). Es 
wiire denkbar, daB auch hier die Sauerstoffaufnahme im Cytolysat durcl: 
Hemmungsstoffe behindert ist, die bei der Isolierung der Komponenten de: 
Systems entfernt werden. 

Wir fanden, da8 im System: Zwischenferment(aus Hefe oder aus 
Froschmuskel)—Co-Ferment-Flavoprotein — auch Hexose-diphosphor- 
siure Methylenblau im Vakuum reduziert. Dieser Vorgang liBt sich durch 
Zusatz von Glutathion beschleunigen (Tab. III). Die Wirksamkeit des 
Froschmuskelenzymes im Versuch mit Hexose-mono- und -diphosphorsiure wat 
ungefiihr die gleiche, wiihrend das Hefeferment eine viel kleinere Aktivitit 


1) Biochem. Z. 264, 441 (1932). 2) Biochem. Z. 242, 206 (1931). 
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_ zeigte, als Hexose-diphosphorsiure an Stelle von Hexose-monophosphorsiure 


als Substrat angewandt wurde. Bei der Dehydrierung der Hexose-mono- 
phosphorsdure in Gegenwart von Zwischenferment (aus Hefe)—-Co-Ferment- 
Flavoprotein — konnte eine Beschleunigung der Methylenblauentfirbung 
durch Zusatz von Glutathion nicht beobachtet werden (vgl. auch S. 60). 


Tabelle III. 


Dehydrierung von Hexose-diphosphorsiure. 


Je Ansatz 0,5 cem Methylenblau 1:5000; 0,3 cem m/2-sek. Phosphat. 
Versuchstemperatur 37°. Zwischenferment aus Lebedewsaft in m/15- 
Phosphat py 6,98 geldst. 
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Als Hexose-monophosphorsiure verwenden wir Neubergester, 
der sich aus dem Calciumsalz der Hexose-diphosphorsiure [Candiolin] *) 
durch Hydrolyse mit Oxalsiiure nach C. Neuberg’) in einfacher Weise 
gewinnen 1iBt. 

Fiir die Versuche mit Hexose-diphosphorsiure wurde Candiolin 
durch Schiitteln mit der Aquimolaren Menge einer Natriumoxalatlésung 
umgesetzt. 

Zur Darstellung des Flavoproteins gingen wir von Hefe der Liwen- 
briiu A.-G., Miinchen (Stamm RS) aus, die in gut gewaschenem Zustande 
in eisgekiihlter Verpackung bezogen werden kann. Die Aufarbeitung dieser 
Hefe nach der Vorschrift von O. Warburg und W. Christian’) lieferte 
das gewiinschte gelbe Ferment nicht. Dieses wird nimlich bei der Fallung 
des iiberschiissigen Bleies mit der angegebenen Phosphatmischung vom 
ausfallenden Bleiphosphat gréBtenteils adsorbiert. Aus diesem Adsorbat 





') Fiir die Uberlassung dieses Priiparates sind wir der I. G. Farben- 
industrie, Werk Elberfeld, zu groBem Danke verpflichtet. 
”) Biochem. Z. 88, 432 (1918). 5) Biochem. Z. 266, 379 (1933). 
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14Bt sich das Flavoprotein mit sekundirem Phosphat eluieren. Wir fiillen 
daher nicht mit einer Mischung von primirem und sekundirem Phosphat, 
sondern geben zuerst das sekundire Phosphat und erst nach dem Zentri- 
fugieren das Monokaliumphosphat zu. Die Darstellung des gelben Fermentes 
gestaltet sich danach folgenderma8en: 1 Teil Trockenhefe wird mit 3,5 Teilen 
destilliertem Wasser 2 Stunden lang bei 37° erwirmt. Man zentrifugiert 
mindestens 30 Minuten lang mit 3000 Touren und versetzt 150 cem des so 
gewonnenen Lebedewsaftes mit 35 ccm Bleiessig (D.A.B. 6), setzt wenige 
Tropfen Octylalkohol zu, schiittelt einige Minuten kriftig und la4Bt mindestens 
5 Stunden im Eisschrank stehen'). 40 Minuten lang zentrifugieren (3000 Touren), 
Gelb gefirbtes Zentrifugat mit 17 ccm m/2-Na,HPO, versetzen, kriiftig 
schiitteln und zentrifugieren. Niederschlag verwerfen. Zum Zentrifugat 
3ccm m/2-primiéres K-Phosphat zugeben, mit Aceton (dem halben Volumen 
der Fliissigkeit) fallen und vom Niederschlag durch Zentrifugieren befreien, 
Dann aus der CO,-gesiittigten Lésung bei 0° das gelbe Ferment mit Aceton 
ausfillen, das erhaltene Rohprodukt in Wasser lésen und die zentrifugierte 
und in Cellophanschliuchen gegen destilliertes Wasser dialysierte Lésung 
mit Aceton mehrmals umfillen, wie bei Warburg und Christian an- 
gegeben. Wir erhielten auf diese Weise ein Produkt, das in Wasser fast 
volistiindig léslich war. Fir die Versuche wurde 1 g des Priparates durch 
Verreiben. mit 10 cem 0,9°/,igem NaCl gelést und die zentrifugierte Lésung 
verwendet. 


Warburg und Christian unterscheiden zwei Co-Fermente, die bei 
der Dehydrierung der Hexose-monophosphorsiure beteiligt sind. Die An- 
wesenheit von ,,Zwischenferment“ + ,,Co-Ferment II“ soll zur Sauerstoff- 
iibertragung auf Robisonester geniigen, wihrend ,,Co-Ferment I“ durch 
»Zwischenferment“ + ,,gelbes Ferment“ ergiinzt werden mu. Wir reinigen 
das rohe Co-Ferment aus Pferdeblutzellen durch Fallen mit Bleiacetat und 
Mercuriacetat, nach der von O. Warburg und W. Christian’) zur Dar- 
stellung von Co-Ferment II angegebenen Vorschrift. Dabei erhielten wir 
stets ein Priiparat, das nur in Gegenwart von Flavoprotein Sauerstoff iibertrug, 
also ein ,,Co-Ferment I“. 

Das Co-Ferment II soll nach E. Negelein‘) ein Gemisch von Co- 
Ferment I und Glutathion sein. Danach mii8te Hexose-monophosphorsiure 
in Gegenwart von Zwischenferment, Co-Ferment I und Glutathion durch 
Sauerstoff oxydiert werden; wir konnten eine derartige Oxydation von Neu- 
bergester nicht beobachten. 


Zwischenferment aus Hefe: Den nach Warburg und Christian‘ 
aus verdiinntem Lebedewsaft durch Kohlensiure ausgefillten Niederschlag 
schiitteln wir */, Stunde lang mit einer, dem urspriinglichen Lebedewsatt- 
volumen gleichen Menge m/15-Phosphatlésung vom py 6,64. Das Zentri- 
fugat ist eine gut wirksame Zwischenfermentlésung (Versuche der Tab. I] 


1) Die zur eben vollstindigen Fillung nétige Menge Bleiessig ist nach 
der angewandten Hefesorte etwas verschieden und muB8 von Fall zu Fall 
ausprobiert werden. 

?) Biochem. Z. 266, 406 (19383). 

8) O.Warburgu. W.Christian, Biochem. Z. 274, 112 (1934), FuBnote 1. 

*) Biochem. Z. 266, 411 (1933). 
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und der Figur). Der abzentrifugierte Riickstand gibt mit m/15-Phosphat 
vom px 6,98 nochmals einen sehr aktiven Extrakt (Versuch Nr.9 der Tab. III). 


Zwischenferment aus Froschmuskel: Die fein zerkleinerte 
Muskulatur von Froschhinterbeinen wird mit der gleichen Gewichtsmenge 
m/15-Phosphat px 6,64 15 Minuten lang unter gelegentlichem Umriihren 
extrahiert. Man zentrifugiert vom Ungelésten ab, verdiinnt die Lésung mit 
dem 20 fachen Volumen destilliertem Wasser und siittigt bei 0° mit Kohlen- 
siiure; den ausfallenden Niederschlag extrahiert man mit der Hiilfte des 
urspringlichen Volumens m/15-Phosphat (px 6,64), zentrifugiert vom Un- 
celésten (schiitzungsweise 20°/,) und fallt die verdiinnte Lésung wieder mit 
CO,. Diese Operation kann noch mehrmals wiederholt werden, wobei eine 
teinigung und Konzentration des Enzymes erzielt wird. 





Beispiel : 


ee Entfarbungszeit 


Zwischenferment aus Froschmuskel : : 
in Minuten 


imal mit CO, umgefallt. ...... 5 
3mal mit CO, umgefillt. ...... 3 














Ansiitze: 1 cem Zwischenferment + 0,3 cem Flavoprotein + 0,4 ccm 
Co-Ferment + 0,4 cem m/10-Neubergester (K-Salz) + 0,5 cem 
Methylenblau (1: 5000). Versuchstemperatur 37°. 


Bei Aufbewahrung des F'roschmuskel-Zwischenfermentes im Eisschrank 
bleibt die Wirksamkeit einige Tage erhalten. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir bestens 
fiir ein Herrn E. F. Moller gewiihrtes Stipendium. 
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Uber Emulsin. XVIII. 


Die Spaltbarkeit des Phenol-/, d-glucosid-6-methyl-dathers 
durch Mandelemulsin. 
Von 


Burekhardt Helferich und Erich Gtinther. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Leipzig.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. November 1934.) 


Vor einiger Zeit ist nachgewiesen worden, daf die Ver- 
iitherung des 3-Hydroxyls im Phenol-#,d-glucosid die Spaltbarkeit 
durch Mandelemulsin aufhebt’). 

Fiir den 6-Methylither des Methyl-?,d-glucosids ist die 
gleiche Angabe schon vor mehreren Jahren gemacht’). Inzwischen 
aber hat sich an verschiedenen Beispielen (Xylosiden, Isorhamno- 
siden) zeigen lassen, daf die stets leichtere Spaltbarkeit der 
Phenolverbindungen bei Untersuchung dieser Frage entscheidende 
Bedeutung besitzt. Es ist daher in miihevoller Arbeit der schon 
bekannte*) Tetracetyl-f,d-glucose-6-methylither hergestellt und 
nach der neuen Methode*) mit Phenol und einem sauren Kata- 
lysator verschmolzen worden. 

Nach der Verseifung der Acetyle blieb ein Gemisch von 
a- und #-Verbindung zuriick, zu dessen vdlliger Trennung das 
Material nicht mehr ausreichte. Kine der letzten Fraktionen 
zeigte die spezifische Drehung von + 49,5° (Substanz I), eine 
andere von — 38,6" (Substanz II). Beide Substanzen sind noch 
Gemische von «- und #-Verbindung. Legt man die bekannten 
Drehungen von «-Methylglucosid (+ 159°, ?-Methylglucosid 
(— 34°) und von den beiden 6-Methylithern (@: + 128°, @: — 27") 
zugrunde, so kann man aus den Drehungen von @- und #-Phenol- 
glucosid (+ 181°, — 71°) mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit 
fiir die Drehung des reinen Phenol-a,d-glucosid-6-methylathers 
etwa -+ 145°, fiir die der -Verbindung etwa — 57° errechnen. 
Danach sind in Substanz I etwa 50°/,, in Substanz II etwa 70°/, 
der ?-Verbindung enthalten. 

Mit beiden Substanzgemischen ergab der Versuch, dab 
Mandelemulsin zwar nicht sehr schnell, aber ganz einwandtrel 
spaltet. Es ist damit sicher nachgewiesen, daB die Methylierung 
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des 6-Hydroxyls bei den #,d-Glucosiden zwar die Spaltung durch 
Mandelemulsin recht verlangsamt, aber nicht vollstiindig aufhebt. 


Versuche. 
Phenol-d-glucosid-6-methylither. 

Bei der Darstellung von Tetracetyl-@,d-glucose-6-methylither wurde, 
entsprechend den neuen Erfahrungen, die Tritylierung von unverindertem 
Material [um es zu entfernen*)] auf 12 Stunden bei 100° erhGéht. 

3,8 g dieser Tetracetylverbindung (1 Mol) werden mit 4 g Phenol 
4 Mol) und 50 mg p-Toluolsulfonsiure 1 Stunde auf dem Wasserbad 
zusammengeschmolzen. Die tibliche Aufarbeitung*) ergibt nach Verdampfen 
des Benzols einen Sirup, der durch 14 stiindiges Stehen bei Zimmertempe- 
ratur in einem Gemisch von 200 cem Aceton und 200,0 cem n/1-NaOH, 
Zugabe von 200,0 cem n/1-Schwefelsiure, Eindampfen (unter vermindertem 
Druck), Ausziehen des scharf getrockneten Riickstandes in mehreren 
Portionen mit 300ccecm absolutem Alkohol und Eindampfen unter ver- 
mindertem Druck ein acetylfreies Gemisch von a- und #-Glucosid zuniichst 

s Sirup liefert. 

Dieser gibt nach Loésen in absolutem Essigester beim Eindunsten 
Krystalle. Sie werden auf Ton abgepreBt. Nach 2 maligem Umkrystalli- 
sieren aus je 2 cem absolutem Essigester bleiben 0,45 g Substanz vom 
Schmelzp. 126—128°; der Drehung [a]?? = + 0,25 x 1,5831/0,0210 x 1 x 1,002 
=+ 18,8° (in Wasser) und dem Methoxylgehalt: 3, 138 mg Subst.: 2, 734 mg 
AgJ (Leisel). CH,0 ber. 11,48, gef. 11,51. 

Nach 3 maligem Umkrystallisieren aus 4 cem absolutem Essigester 
erhilt man etwa 50 mg Substanz I, vom Schmelzp. i34—136° und der 
Drehung [a]?! = + 0,68 x 1,5391/0,0211 x 1 x 1,002 = + 49,5° (in Wasser). 

Nach Verdampfen der gesammelten Mutterlaugen erhiilt man, ebenfalls 
krystallisiert Substanz II vom Schmelzp. 122—124° und der Drehung [«]?! 
=— 0,05 x 1,5254/0,0214 x 1 x 1,002 = — 3,4° (in Wasser). 


Spaltungen. 
Zu den einzelnen Proben wurde jedesmal 1,0 cem der Fermentlésung 
-Mandelemulsin 6-Glucosidasewert: 1,2°)] mit einem Gehalt von 0,00694 g 


Trockenriickstand, zu 2,0 cem Substratlésung (0,042 g Substanz in 2,0 cem 


Acetatpuffer, n/10 py 5,0) zugegeben und ¢ Minuten bei 30,0° aufbewahrt. 
in einem besonderen Versuch wurde festgestellt, da8 das Substrat unter 
den gleichen Bedingungen durch Pufferlésung allein, ohne Ferment, auch 
nach 7 Tagen nicht gespalten ist. 








Prozent 


Substanz t n/10-Jod*) 














in Spaltung**) Wertigkeit 
I 8650 5,11 82 0,0025 
iI 1440 2,04 23 0,0022 














10500 7,49 86 0,0023 









*) Nach Abzug der von der gleichen Menge Ferment allein ver- 
brauchten Jodmenge. 

**) Bezogen auf die in den Substanzen vorhandenen Mengen an 
°-Verbindung. 
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Die Spaltbarkeit des Phenol-/, d-glucosid-6-methylathers 
durch Mandelemulsin ist also etwa so groB wie die Spaltbarkeit 
des Phenol-f,d-glucosid-6-bromhydrins’). 





Der Rockefeller-Foundation sowie der Notgemeinschaft der — 
Deutschen Wissenschaft haben wir fiir Unterstiitzung dieser Arbeit 
unseren ergebensten Dank zu sagen. 
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Untersuchungen zur Bestimmung des Gehaltes der Gewebe 
an oxydiertem und reduziertem Glutathion. 
Von 


Wolf Quensel und Kurt Wachholder. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Rostock.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. November 1934.) 


Zur Durchfiihrung von Versuchen dariiber, ob zwischen der 
kérperlichen Leistungsfihigkeit eines Organismus und dem Glu- 
tathiongehalt seiner Gewebe feste Beziehungen bestehen, brauchten 
wir eine Methode der Bestimmung des Gewebsglutathions, welche 
2 Voraussetzungen erfiillte. Kinmal — und das war die Hauptsache — 
mute sie gestatten, mit kleinen und kleinsten Mengen Gewebe 
auszukommen. Zweitens muBte man mit ihr, wenn irgend méglich, 
neben dem reduzierten Glutathion (GSH) auch noch das gesamte 
Glutathion und damit als Differenz die oxydierte Form dieses 
Sulfhydrylkérpers (GS—SG) quantitativ erfassen kénnen. Zumindest 
muBte mit ihr eine soweit zuverliissige Schitzung der relativen 
Hohe des letzteren méglich sein, dafs man entscheiden konnte, 
ob etwaige Schwankungen, welche gefunden wurden, als wirkliche 
Anderungen des Glutathiongehaltes betrachtet werden durften 
oder nur als Teiloxydationen bzw. Teilreduktionen des vorhandenen 
Glutathionbestandes. 

Wegen der erstgenannten Voraussetzung fielen von den zahl- 
reichen vorhandenen Methoden von vornherein diejenigen aus, 
welche sich des kolorimetrischen Prinzips bedienen, da diese alle 
gréBere Gewebsmengen bendtigen. Es blieben nur die titrimetrischen 
Methoden iibrig und unter diesen vornehmlich die sich der emp- 
findlichen Jodstiirkereaktion bedienenden. 

Bei den im folgenden geschilderten Kontrolluntersuchungen 
liber die Brauchbarkeit der vorhandenen, diese Reaktion benutzenden 
Verfahren erwies sich das kirzlich von Woodward und Fry?) 
fiir die Bestimmung des Blutglutathions angegebene als das weitaus 
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zuverlissigste und leistungsfiihigste. Es wurde darum auf Grund 
der Ergebnisse der Kontrolluntersuchungen eine Bestimmung des 
Glutathiongehaltes kleiner Gewebsmengen ausgearbeitet und dabei 
das Verfahren von Woodward und Fry in einigen Punkten nicht 
unwesentlich verbessert. 

Die verschiedenen, auf die Jodstiirkereaktion aufgebauten 
Methoden unterscheiden sich im wesentlichen in 4 Punkten, und 
zwar dem Arbeitsgange folgend 1. in der Art der EnteiweiBung, 
2. in dem AusmaBe der von der Art der Extraktion des Glutathions 
abhiingigen Verdiinnung, 3. in der Art der Reduktion des oxy- 
dierten Glutathions und 4. in der Art der Titration. Was den 
1. Punkt, die EiweiBfallungsmittel anbetrifft, so wird stark be- 
stritten, da& man bei der iiblichen Anwendung von Wolfram- bzw. 
Trichloressigsiure richtige Werte erhiilt. Nach Woodward und 
Fry wird aber die Sulfosalicylsiiure den beiden prinzipiell zu 
stellenden Forderungen gerecht, 1. dai ein geniigend saures Milieu 
gegeben ist, um Autoxydation des Glutathions auszuschlieBen und 
2. dafi das vorhandene Glutathion quantitativ extrahiert wird. 

Zur Kontrolle wurden gewichtsmiibig und titrimetrisch genau 
bestimmte Liésungen von reinem GSH (Hoffmann-La Roche) 
zu Kaninchenringer bzw. zu Gewebsbreien zugesetzt und unter 
HKinhaltung gleicher Verdiinnung usw. mit den 3 Siuren enteiweiBt. 


Tabelle 1. 
Vergleichende Bestimmung von GSH-Zusiitzen mit Sulfosalicyl-, Trichlor- 
essig- und Wolframsiiure. Angaben in mg-°/). 























Zugesetzt Wiedergefunden mit 
' | iia Sulfosalicyl- Trichloressig-| Wolfram- 
sa 8 siure siiure siiure 
Ringerlésung .. | = 100 99,9 95,8 100,2 
UE ss 6s to 102,2 96 85,8 
re 102 104,2 101,1 100,9 





Wie die Tab. 1 zeigt, stimmten bei Verwendung der Sulto- 
salicylsiure sowohl beim Zusatz zu Ringer als auch zu Blut die 
wiedergefundenen Mengen mit den theoretischen vorziiglich iiberein, 
wiihrend sowohl bei der Trichloressig- als auch bei der Wolfram- 
siure mehrfach viel zu niedrige Werte gefunden wurden. Wenn 
bei den Zusitzen zu Muskulatur und vor allem zu Leber auch 
bei der Sulfosalicylsiure die Ubereinstimmung manchmal nicht 
so gut war, so erklirt sich dies zwanglos daraus, daB der Gehalt 
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zweier Stiicke dieser Gewebe (vor allem der Leber) um einige 
Prozent schwanken kann, was dann dem Wiederfinden des Zu- 
satzes zur Last fillt. 


Weiterhin wurde gepriift, ob durch O,-Durchleitung oder durch 
Spontanoxydation ganz oder teilweise in die GS-SG-Form iibergefiihrtes 
Glutathion nicht schon durch die als Enteiwei8ungsmittel benutzten Siuren 
reduziert wird. Derartiges ist nimlich von Gabbe?) fiir die Folin- Wu-Methode 
angegeben worden, der so die mit Trichloressigsiure erhaltenen niedrigeren 
Werte erklirte. 


Tabelle 2. 


Vergleichende Bestimmung von ganz oder teilweise oxydierten Glutathion- 
ringerlésungen mit Sulfosalicyl-, Trichloressig- und Wolframsiure. 
Angaben in mg-°/,. 




















GSH Gefunden mit 
Art der Lésung theo- Sulfo- Trichlor- aaa a 
retisch | 8alicyl- essig- W olf sania 
siiure siure | saure 
GSH-Ringer, frisch 54 54,3 58,6 47,7 
GSH-Ringer nach 30° O,-Ein- 29.7 27.9 27,1 
wirkung ’ ; 
GSH-Ringer nach 120° O,-Kin- 0 0 0 
wirkung 
Dieselbe Lésung mit Zn riick- 54 54,7 aa ti 
reduziert 
Gemisch von }/, 100 mg-°/, GSH or aan — fila 
und %/, 100 mg-9/, GS-SG vs sind me a8;6 


Die Tab. 2 zeigt, daB eine vollig oxydierte Glutathionringerlésung, 
welche durch Zinkstaub vollig riickreduzierbar ist, von keiner der 3 Siuren 
allein reduziert wird. Da dies auch bei einem genau bekannten Gemisch 
von GSH und GS-SG der Fall war, einerlei ob dieses zu Ringer oder zu 
Geweben zugesetzt wurde, darf man wohl annehmen, daf es mit etwaigem, 
in den Geweben vorhandenem GS-SG auch nicht anders ist. 


Aus den beiden Versuchsreihen diirfte hervorgehen, daB man 
in den nach dem Verfahren von Woodward und Fry gewonnenen 
Sulfosalicylsiurefiltraten das in den Geweben vorhandene GSH 
juantitativ erfaBt. 

Bis zu welcher minimalen GSH-Konzentration hinab dies 
méglich ist, wird von dem 2. der obigen 4 Punkte maSgebend 
bestimmt, also von der fiir die betreffende Extraktion erforder- 
lichen Verdiinnung. Nach Bierich und Kalle’) hat man bei der 


Bestimmung stark verdiinnter Glutathionlésungen mit einem sog. 
5* 
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Verdiinnungsfaktor zu rechnen. Man erhilt mit der Verdiinnung f 


steigend héhere Werte als die theoretischen. Die Bestimmungen 
von verschieden stark verdiinntem Glutathionringer und auch yon 
Blut ergaben aber nun, daB man bei Anwendung der Sulfosalicy). 
siure bis zu Glutathionkonzentrationen von 6 mg-°/, hinunter 
noch nicht mit einem Verdiinnungsfaktor zu rechnen hat, wahrend 
man nach Kihnau‘) bei Trichloressigsiureanwendung bei einer 
solchen Glutathionkonzentration schon 9,5°/, zu hohe Werte findet, 
Man muB nur dafiir sorgen, daB die Sulfosalicylsiurekonzentration 
in dem in der Schiittelmensur befindlichen Gewebsgemisch und 
dementsprechend auch in dem zu titrierenden Filtrat immer die. 
selbe ist. Da der GSH-Gehalt der von uns untersuchten tierischen 
Gewebe fast ausnahmslos wesentlich héher war als 6 mg-°/,, diirite 
demnach der sog. Verdiinnungsfaktor bei der Untersuchung dieser 
Gewebe, sofern man zur Enteiweifung Sulfosalicylsiure nimmt 
und obige Bedingung einhialt, keine Rolle spielen. 

Drittens war zu untersuchen, wie weit die Methode imstande 
ist, auch etwaiges in den Geweben vorhandenes GS—SG zu er- 
fassen. Die Priifung ergab zuniichst, daB durch mebhrstiindige 
O,-Durchleitung teilweise oder ganz oxydierte Glutathionringer- 
lésungen mittels der von Woodward und Fry angegebenen Methode 
der Reduktion durch Zinkstaub in der Kalte stets quantitatiy 
wieder in die GSH-Form zuriickgefiihrt werden konnten (Tab. 2) 
Ebenso wurde den fertigen Filtraten von Geweben zugesetztes 
GS-—SG nach Reduktion dieser Filtrate quantitativ wiedergefunden. 
Danach mu man annehmen, dab, wenn iiberhaupt in den Gewebs- 
filtraten GS—SG vorhanden ist, dies auch durch die Zinkreduktion 
bestimmbar sein wird. Woodward und Fry haben so auch das 
Blutfiltrat reduziert und den Zuwachs an reduzierender Substanz 
als das GS—SG des Blutes angesprochen. Als wir nun auf diese 
Weise die verschiedensten Gewebe des Kaninchens untersuchte, 
zeigte sich, daB mit Ausnahme des Blutes in keinem einzigen 
Gewebsfiltrate nach der Reduktion hohere Titrationswerte zu 
finden waren als vor dieser. Dies war aber méglicherweise so zu 
erkliren, daB in diesen Geweben zwar auch GS—SG vorhanden, 
doch nur nicht in die Filtrate iibergegangen war. Um dies zu 
priifen, wurde eine oxydierte, fiir sich allein véllig riickreduzier- 
bare Glutathionringerlésung Blut bzw. Gewebsbrei in der Mensur 
zugesetzt und das Filtrat des Gemisches mit Zinkstaub reduziert. 
Dabei ergab sich in der Tat, da8 im Filtrat nur }/,—?/, der zu- 
gesetzten Mengen wiederzufinden waren (Tab. 3). 
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Tabelle 3. 


Wiedergewinnbarkeit von zu Muskel bzw. Blut zugesetztem GS-SG 
durch Riickreduktion mittels Zinkstaub. 











GSH gefunden nach Riickreduktion 
Zusatz Sui AR Erenag: ~<a Malmaaimale rage egg 
erst im Filtrat schon in Mensur 
yon mg-°/, : ; in °/, des . in °/, des 
CS_SG zu absolut AL Plan absolut Tieeene 
34 Muskel 15 34 35,4 104 
(Kaninchen) 
60 desgl. _- —- 55,1 92 
44 Blut 10 | 23 19,5 44 
(Kaninchen) 
96 desgl. — — 69 72 





Das zugesetzte GS—SG wird also in Gegenwart des Blut- 
bzw. Gewebebreies offenbar irgendwie — ob durch Bildung einer 
chemischen Komplexverbindung oder durch Adsorption bleibe 
vorderhand dahingestellt — zu einem erheblichen Teile in eine 
nicht filtrable Form iibergefiihrt. Gestiitzt auf die Erfahrung, 
daB zugesetztes GSH frei léslich bleibt, wurde dazu iibergegangen, 
die Reduktion schon vor der Filtration vorzunehmen, in der 
Hoffnung, das GS—SG zugleich mit seiner Reduktion zum GSH 
aus seiner Komplexverbindung, Adsorption oder dgl. zu lésen und 
damit filtrabel und bestimmbar zu machen. Die Tab.3 zeigt, dab 
so tatsiichlich wesentlich bessere Ergebnisse zu erzielen waren. 
Das zu Muskel zugesetzte GS—SG konnte nunmehr in einer An- 
zahl yon Versuchen quantitativ als GSH bestimmt werden, in 
einigen Fiillen allerdings nur zu etwa 90°/,, ausnahmsweise sogar 
nur zu 80°/,. 


In diesen letzteren Versuchen, die mit einer anderen Sendung 
von Glutathion angestellt worden waren, verlief aber auch die 
Riickreduktion der reinen Glutathionringerlésung nicht quantitativ. 
Da bei diesem Glutathion schon die Oxydation Schwierigkeiten 
machte, wurde diese durch Cu-Zusatz beschleunigt. Hierauf fiel 
aber die Riickreduktion besonders unregelmibig aus. Infolge- 
dessen — und auch im Hinblick darauf, daB Lampert und 
Wels ) jiingst zeigten, wie leicht bei reversibel oxydablen Sulf- 
hydrylverbindungen nicht filtrable Komplexverbindungen entstehen 
kénnen — méchten wir die letzten nicht ganz quantitativ gegliickten 
Versuche geringfiigigen Metallverunreinigungen zuschreiben, welche 
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zu nicht filtrablen Komplexverbindungen Veranlassung gegeben 
haben. 

Entsprechende Zusatzversuche zu Blut (Tab. 3) und auch zu 
Leber lieferten eine wesentlich bessere Ausbeute, wenn die 
Reduktion schon vor dem Filtrieren vorgenommen wurde, doch 
blieb immer noch ein Verlust von 15—380°/,, einige Male sogar 
bis 60°/, des Zusatzes. 

Diese Versuche konnten aber nur mit der letzten, ungiinstigere Ey. 
gebnisse liefernden Glutathionsendung angestellt werden. Sie sollen fort. 
gesetzt werden, sowie uns wieder méglichst reines Glutathion zur Ver. 
fiigung steht. 

Vorderhand muB so leider fraglich bleiben, ob die Methode 
wirklich imstande ist, ebenso wie das GSH so auch das GS—SG der 
Gewebe quantitativ zu erfassen. Nur fiir das Muskelgewebe diirfte 
dies schon ziemlich sichergesteHt sein. Daf die Methode trotzdem 
in dieser modifizierten Form nicht nur gegeniiber der Original- 
methode Woodward und Fry, sondern auch gegeniiber anderen 
Verfahren einen wesentlichen Fortschritt in der Bestimmbarkeit 
des GS—SG ermdglicht, zeigt die Tab. 4; wihrend bisher stark 
umstritten blieb, ob titberhaupt mit Ausnahme des Blutes in den 
Geweben GS—SG vorhanden sei, konnte nunmehr solches nicht 
nur im Blute in erheblich gréferer Menge festgestellt werden, 
sondern in weit auBerhalb der Fehlergrenze liegenden Mengen 
regelmifig auch in der Leber und in der Lunge. Im Herzmuskel 
wurde GS—SG nur manchmal in griéferen Mengen gefunden, in 
den Skelettmuskeln, in der glatten Muskulatur und im Gehirn 
bei normalen Tieren niemals, hingegen 6fter bei narkotisierten 
Tieren. 

Tabelle 4. 
GSH-Gehalt verschiedener Gewebe eines Kaninchens vor und nach 
Reduktion mit Zinkstaub. 











ain. mg-°/, nach Reduktion 
Gewebe 8" lo ———— 
vor Reduktion | erst im Filtrat schon in Mensur 








ae 37 39,2 44 





gg Ss Gk ey 392 387 426 
Lunge....... 199 198 215 
a 83,5 a 84 
ees ss ss 152 — 152 
Muse. Semitendinosus 117 — 120 
Muse. Gracilis .. 33 - 30 


Glatter Muskel (Magen) 95 92 
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Was den letzten Punkt, die Art der Titration anbetrifft, so 
hewihrte sich uns die Anregung von Woodward und Fry, statt 
mit der sehr inkonstanten J,-Lésung mit KJ und KJO, za 
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die arbeiten. Nur muB sofort nach Zusatz von KJ mit der Titeation 

loch hegonnen und schnell titriert werden, da sonst die Werte zu 

Ovary niedrig ausfallen. Um festzustellen, ob und in welcher Hohe in 
den jodometrischen Titrationswerten ein nicht auf Glutathion 

Be zu beziehender Anteil steckt, wurde nach Mason ®) das Glutathion 

fort. durch Formaldehyd zerstért und dann die ‘Titration wiederholt. 

Ver- Diese Zerstérung ist zwar, wie schon Kiihnau‘) fand, bei Trichlor- 
essigsiurefiltraten nicht vollstiindig. Sie ist es aber bei Anwendung 

ode yon Sulfosalicylsiure. 

der ‘ 

rt Tabelle 5. 

l ; Reduktionswerte in mg-°/, GSH vor und nach Zerstérung des Glutathions 

_ durch Formaldehyd. 

lal. —— a= 

ren a b 

eit éliees mit Formaldehy: d 

ark Formaldehyd] absolut in °/, von a 

len — Pee x ws 

cht 111 mg-°/, Glutathionringerlésung 

mit Trichloressigsiiure .... . 111 3,4 3 

en, Sulfosalicylsiure . .... . 111 0 0 

ren Blut (Mensch) a ae 32,8 0 0 

) Dasselbe mit Zinkstaub reduziert. 38,7 0 0 

” Herzmuskel (Kaninchen) ... . 79 0 0 

In Magenmuskel a oa 88 Y) 0 

mn Muse. Gracilis - 28 0 0 
Muse. Semitendinosus (Kaninchen) 112 3 2,7 

en Lunge (Kaninchen) ...... 138 12 8,7 
Leber 2 aa o «3 254 34 18,5 
Gehirn " oe a a 135 27 20 
Nebenniere ,, in 0 ak kde 1337 til 30,7 















Die Tab. 5 zeigt, da® nicht nur bei reinen Glutathionlésungen, 
sondern auch beim Blut, beim Herzmuskel und bei der glatten 
Muskulatur nach Zusatz von Formaldehyd keine Restreduktion 
iibrigbleibt. Danach darf wohl angenommen werden, daB wenig- 
stens bei diesen Geweben die unter den vorliegenden Bedingungen 
erhaltenen jodometrischen Werte als wahre Glutathionwerte be- 
trachtet werden kénnen. Als weitere Stiitze hierfiir kann angefiihrt 
werden, daB Ascorbinsiiure*) unter diesen Bedingungen fast nichts 






ur 










) Von der Firma Hoffmann-La Roche uns freundlicherweise zur 
Verfiigung gestellt. 
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an Reduktionsvermégen verlor. Da auch nach der Anwendung von 
Zinkstaub keine Restreduktion festzustellen war, darf die hierdurch 
erzielte Erhéhung der Titrationswerte wirklich auf die Reduktion 


von GS—SG zu GSH bezogen werden. Bei der ,nicht tonischen“ 


Bewegungsmuskulatur (Muse. Gracilis) fehlt eine Restreduktion eben- 
falls. Bei der ,,tonischen“ Haltungsmuskulatur (Musc. Semitendi- 
nosus) ist sie hingegen vorhanden, wenn auch nur in Hohe von 
etwa 3°/, des gesamten gefundenen GSH-Wertes. Um soviel 
miissen also die hier ohne Formaldehyd gefundenen Werte sicher 
gekiirzt werden, um deren wahren Glutathiongehalt zu bekommen. 
Da dies aber héchstens 10°/, des Unterschiedes im Glutathion- 
gehalt zwischen ,,tonischer“ und ,nichttonischer“ Muskulatur aus- 
macht, so werden die seinerzeit von uns‘) aus diesem Unterschiede 
gezogenen SchluBfolgerungen nicht davon beriihrt. Bei allen inneren 
Organen ist die Restreduktion so erheblich, daB man stets eine 
Parallelbestimmung mit Zusatz von Formaldehyd und dann die 
entsprechenden Abziige machen muf. Wir méchten annehmen, 
da8 man mit diesem Verfahren recht zuverlissig die wirklichen 
Glutathionwerte erhalt, zumal die so gewonnenen Werte keines- 
falls héher liegen, sondern eher niedriger als die mit den zur Zeit 
bekannten als spezifisch angesehenen colorimetrischen Verfahren 
erhaltenen Werte. Vor diesen Verfahren hat das vorliegende den 
groBen Vorzug, daB man mit ihm wesentlich niedrigere Gluta- 
thionkonzentrationen und diese in wesentlich kleineren Gewebs- 
mengen bestimmen kann. 


Im einzelnen gestaltete sich der Arbeitsgang nach den Er- 
gebnissen dieser Kontrollversuche folgendermafen: 


Méglichst rasches Wiegen auf groSer Torsionswage (Wiigebereich bis 
5 g, 1 Skalenteil 5 mg), zerkleinern, zerreiben mit Quarzsand und bidestil- 
liertem Wasser im PorzellanmOérser, iiberspiilen in Schiittelmensur, auffiillen 
mit Wasser auf das 9 fache Volumen des Gewebes (Gramm gleich Kubik- 
zentimeter gesetzt), Zusatz von 1 Volumen 22°/, Sulfosalicylsiure, ‘/, Stunde 
stehenlassen unter mehrfachem Durchschiitteln, scharf zentrifugieren, iiber- 
stehende Fliissigkeit filtrieren. Je 2—5 ccm Filtrat in Erlenmeyerkélbchen 
abpipettieren. Bei zu geringer Filtratmenge nur LEinzelbestimmung. 
Pro Kubikzentimeter Filtrat Zusatz von 0,25 cem 4°/) Sulfosalicylsiure 
2—3 Tropfen Stirkelésung und unmittelbar vor Titration 0,25 cem einer 
frisch bereiteten 5°/, KJ-Lésung. ‘Titration mit n/1000-KJO,-Lésung bis 
zum Eintritt leichter Blaufirbung. Farbumschlag meist scharf, bei Leber 
und Gehirn etwas ziehend, dann Titration auf bleibende Firbung. Zur Be- 
stimmung des GS-SG zweite Analyse mit Zusatz einer kleinen Messerspitze 
Zinkpulver pro Anal. (Schering-Kahlbaum) in Schiittelmensur vor Zusatz 
der Sulfosalicylsiure. 1 Stunde stehen lassen unter mehrmaligem kriftigem 
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Schiitteln, Weiterbehandlung sofort. Differenz von Ansatz I und II ergibt 
das dem erfaBbaren GS-SG des betreffenden Gewebes entsprechende GSH. 
Zur Bestimmung des nicht auf Glutathion zu beziehenden Titrationsanteiles 
3 Ansatz Zusatz von '/,—1/, cem Formaldehyd pro Gramm Gewebe zur 
Schiittelmensur, °/,—1 Stunde stehenlassen, dieselbe Weiterbehandlung. Ab- 
zug des III entsprechenden GSH-Wertes von I und II. 








Berechnung: 8,26 cem einer n/1000 KJO,-Lésung = 1 mg Glutathion, 
/ , , 
demgemi8 bei Vorlage von 1 cem Filtrat — sb as = mg-°/, 
e 9< 


Glutathion. Abzug des Leerwertes, bei uns meist 3 mg °/). 















Mikromodifikation fiir Gewebsmengen unter 500 mg bis zu 50 mg 
hinunter: Kurze, breite etwa 7 ccm fassende Zentrifugengliser innen mit 
FluBsiure stark angerauht, mit etwas Quarzsand gefiillt, vor und nach Zu- 
satz des Gewebes ausgewogen. Zerreiben des Gewebes mit stark aufgerauhtem 
Glaspistill nach Zugabe weniger Tropfen H,O, Zugabe der der Gewebsmenge 
entsprechenden Quantitit 22°/, Sulfosalicylsiure. Auf der Analysenwage auf- 
fiillen mit H,O bis zum Gewicht von Glischen und Sand und dem 10 fachen 
Gewicht des analysierten Gewebes, scharf zentrifugieren, klar abgegrenzte 
Fliissigkeit abpipettieren, titrieren. Bei ganz kleinen Mengen eventuell 
15fache Verdiinnung, aber nur wenn Glutathiongehalt hoch genug, um 
dann nicht unter die erlaubte Verdiinnungsgrenze zu kommen; ferner in 
solchen Fallen und auch bei gréBeren Filtratmengen, wenn Glutathiongehalt 
an und fiir sich gering ist, Titration mit ganz feiner Mikrobiirette. 



















Tabelle 6. 


Vergleichende Bestimmungen nach der Makromethode 
und der Mikromodifikation. 










































Gewebe ~— Makromethode _ a Mikromodifikation — | 
vom Kaninchen Menge GSH mg-’/, Menge GSH mg-°’, 
ee ek ae es 2,0 cem 22,8 0,2 ecm 24,0 
Muskel (Adduktor) 2¢g 31,1 0,2 g | 29,7 
Leber. i 0,2: | 367,3 


















Wie die Tab. 6 zeigt, stimmen bei Blut und Muskeln die 
Makro- und Mikrowerte innerhalb der in solchen Fillen erlaub- 
ten Grenzen gut iiberein. Bei der Leber hingegen ergaben sich 
mehrfach, so auch im in der Tab. 6 wiedergegebenen Falle, 
Differenzen bis zu + 15°/,. Fiir die Leber ist also die Mikro- 
methode nicht brauchbar, hier aber auch gar nicht nétig. Da auch 
die Ergebnisse zweier Makroanalysen benachbarter Leberstiicke 
manchmal schon in fast ebensolchem Umfange voneinander ab- 
weichen, fillt die Differenz nicht der Mikromodifikation zur Last, 
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sondern erklart sich einfach daraus, daB die manchmal betricht. 
lichen Schwankungen des Glutathiongehaltes innerhalb einer und 
derselben Leber um so auffilliger in Erscheinung treten miissen, 
je kleiner die untersuchte Gewebsmenge ist. 


Die Arbeit wurde durchgefiihrt dank einer durch die Medizinische 
Fakultit der Universitit Rostock erhaltenen Stiftung fiir medizinische For. 
schungszwecke. Friulein Kithe Anders danken wir fir ihre hilfreiche 
Unterstiitzung bei den Analysen. 
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Zur Kenntnis des Ergosterins und des Dehydro-ergosterins. 
Von 
M. Miller. 
Mit 1 Figur im Text. 
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(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universititslaboratorium in Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Dezember 1934.) 










Fiir das Ergosterin, das Sterin der Hete C,,H,,O haben 
\VWindaus und Mitarbeiter Formel I sichergestellt'). Aus dem 
Ergosterin entsteht durch Behandlung mit Mercuriacetat das 
Dehydro-ergosterin C,,H,,0*). Dieser Stoff enthalt 4 Doppel- 
hindungen, von denen drei konjugiert sind. Die vierte liegt wie 
im Ergosterin zwischen C,, und C,, in der Seitenkette des Molekiils *). 
Vor einiger Zeit zeigte Honigmann®‘), da’ Maleinsiiureanhydrid 
sich an der gleichen Stelle des Molekiils im Ergosterin und im 
Dehydro-ergosterin addiert. Er zog daraus den Schlu8, daB zwei 
der Doppelbindungen des Dehydro-ergosterins die gleiche Lage 
haben miBten wie die beiden Doppelbindungen des Ergosterins. 
Diese Annahme trifft aber nur zu, wenn die Méglichkeit, daB das 
Ergosterin sich bei der Behandlung mit Maleinsiure-anhydrid 
hei 185° umlagert, ausgeschlossen ist. Die Ergebnisse, die Windaus 
und Inhoffen®) beim oxydativen Abbau der Ergosterin-malein- 
siiure erhielten, lassen eine solche Umlagerung nicht ausgeschlossen 
erscheinen. Im folgenden sollen einige Versuche beschrieben 
werden, die dafiir sprechen, dab 2 Doppelbindungen des Dehydro- 
ergosterins ebenso wie das konjugierte System der Doppelbindungen 
im Ergosterin liegen. Zur Erleichterung der Beschreibung der 
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Versuche nehmen wir die Formel des Dehydro-ergosterins, wie 
sie sich aus diesen Versuchen ergibt, vorweg (Formel II). Die Ver- 
suche gehen aus von den Peroxyden®), die man aus Ergosterin 
und Dehydro-ergosterin*) bei der Kinwirkung von Sauerstoff im 
Licht bei Anwesenheit eines Sensibilisators gewinnen kann. 


Ergosterin-peroxyd. 


Das Ergosterin-peroxyd C,,H,,O, liBt sich mit Zinkstaub 
und Alkali zu einem Ergosta-dien-triol C,,H,,O, reduzieren®, 
Durch Erhitzen mit Maleinsiure-anhydrid lagert sich dieser Stoff 
in ein isomeres Dien-triol”) um, das sich als identisch mit dem 
Ergosta-dien-triol erwies, das man aus Ergosterin mit Benzoper- 
siure*) erhalt. Von diesem Stoff ist durch Versuche von Windaus 
und Mitarbeitern erwiesen, daf seine Hydroxyle sich in Stellung 3, 
5 und 6%) befinden. Dasselbe muf also auch fiir das aus Ergo- 
sterin-peroxyd hergestellte Dien-triol gelten. Die beiden Stoffe 
stehen im Verhiltnis von cis- und trans-Isomeren, wovon das aus 
Ergosterin mit Benzopersiiure erhaltene Produkt héchstwahrschein- 
lich die Transform darstellt. Die Anlagerung von Sauerstoff im 
Licht findet also im Ergosterin in 1,2-Stellung, an der Doppel- 
bindung C,—C, in cis-Stellung statt. Fiir das Ergosterin-peroxyd 
und das daraus hergestellte Ergosta-dien-triol ergeben sich danach 
Formel III und IV. 





Ve C,H,. 
CH, ~ CH, ~ 
iin i ee 
CH, | __ CH, | | 
ae in od i it a 
HA ¢ | Hy a | 
| | 
No OH OH 
II] Ergosterin-peroxyd. IV Ergosta-dien-triol. 


Dehydro-ergosterin-peroxyd. 


Die Untersuchung des Dehydro-ergosterin-peroxyds?”) ergal 
nun, daB der Sauerstoff sich im Dehydro-ergosterin bei der Per- 
oxydbildung in 1,4-Stellung, an die C-Atome 5 und 8 anlagert. 
Das Dehydro-ergosterin-peroxyd zeigt keine selektive Ultraviolett- 
absorption bis zu 230 mu. Hiitte sich der Sauerstoff ebenso wie 
im Ergosterin in 1,2-Stellung an C, und ©, addiert, so wiirde 
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das restliche konjugierte System der beiden benachbarten Doppel- 
bindungen erfahrungsgemi8 noch eine Absorptionsbande mit einem 
Maximum bei etwa 248—254 my bedingen*). Diesen Befund kann 
man auf 2 Weisen deuten. Entweder hat sich der Sauerstoff in 
1,2-Stellung an der mittleren konjugierten Doppelbindung, oder in 
1,4-Stellung an zwei der konjugierten Doppelbindungen, entweder 
an C, und ©, oder C, und C,, addiert. Ergosterin-peroxyd geht 
durch Hydrierung mit Palladium und Wasserstoff in ein Ergosten- 
diol (im folgenden Ergosten-diol | genannt) iiber®). Der Stoff ent- 
hilt eine sekundire und eine tertiire Hydroxylgruppe (Formel V1). 
Ich habe die gleiche Hydrierung mit dem Dehydro-ergosterin- 
peroxyd durchgefiihrt und erhielt einen Stoff von der gleichen 
Zusammensetzung wie das Ergosten-diol I, der ebenfalls eine 
sekundire und eine tertiire Hydroxylgruppe enthilt, das Ergosten- 
diol II. Nach seinen physikalischen Konstanten ist der Stoff nicht 
identisch mit Ergosten-diol I. Beide Ergosten-diole gehen durch 
energische Hydrierung mit Platin und Wasserstoff in Ergostanol 
iiber. In beiden steht also die sekundire Hydroxylgruppe an (,. 
Durch Oxydation mit Chromsiiure gehen beide Stoffe in das gleiche 
Ergosten-dion-ol iiber. Seine Entstehung ist durch Dehydrierung 
der sekundiren Hydroxylgruppe an ©, und durch Oxydation einer 
CH,-Gruppe, die in Nachbarschaft zu einer Doppelbindung steht, 
zu erkliren (Formel VII). Damit ist gezeigt, daB auch im Ergosten- 
diol II die tertiire Hydroxylgruppe an ©, sitzt. Ergosten-diol | 
und II miissen sich durch die Lage der Doppelbindung unter- 
scheiden, wie, soll weiter unten diskutiert werden. Von den oben 
erwihnten Méglichkeiten der Sauerstofianlagerung im Dehydro- 
ergosterin bleibt nur die 1,4-Addition an C,—C, bestehen (Formel V). 


Dehydro-ergosterinperoxyd. 


*) Die Peroxydgruppe bedingt keine Ultraviolettabsorption im unter- 
suchten Wellenlingenbereich, da das Ergosterin-peroxyd auch keinerlei 
Absorption zeigt. 
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OH OH 
VI Ergosten-diol I. VII Ergosten/dion-ol. 
Dehydro-ergosterin 


Zugleich ist damit gezeigt, dai im Dehydro-ergosterin ebenso 
wie im Ergosterin zwei konjugierte Doppelbindungen in C,—C, 
C,—C, liegen. Im Dehydro-ergosterin liegt eine weitere Doppel- 
bindung in Konjugation zu diesen beiden. Hierfiir sind zwei 
Méglichkeiten offen. Entweder liegt sie, wie schon in Formel II an- 
gegeben, von C, nach C,,, oder her sie befindet sich zwischen C,, 
und C,, Folgende Uberlegung macht von den beiden Dehydro- 
ergosterinformeln die Formulierung mit der Lage der Doppel- 
bindung von C, nach C,, wahrscheinlicher. Ergosterin setzt sich 
erst bei 135° quantitativ mit Maleinsiiure-anhydrid um?°). Durch 
die Nachbarschaft einer Doppelbindung zu der reagierenden Kon- 
jugation im Dehydro-ergosterin wird die Reaktion so erleichtert, 
daB sie schon bei 80° glatt verliuft. Fiir das Ergosterin B, 
ist Formel VIII wahrscheinlich. Dieser Stoff reagiert fast ebenso 





CH, 
CH, 
Neng or ee a Te 
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VIII Ergosterin B,. 
leicht mit Maleinsiiure-anhydrid wie das Dehydro-ergosterin. Liige 
nun die dritte konjugierte Doppelbindung von C,, nach C,, im 
Molekiil des Dehydro-ergosterins, so kinnten als Angriffspunkte 
fiir die Addition die Doppelbindungen C,—C,, C,—C, (Ergosterin- 
Konfiguration) oder C,—C,, C,,—C,, (Ergosterin B,-Konfiguration) 
in Frage kommen. Nach Honigmann tritt die Addition aber 
tatsichlich an derselben Konjugation ein wie im Ergosterin. 
Dadurch wird wahrscheinlich gemacht, daB die dritte Kerndoppel- 
bindung im Dehydro-ergosterin in Ring C liegt. lLiige sie in 
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Ring D, so miiBte die an sich schon reaktionsfihigere Ergo- 
sterin B,-Konfiguration noch weiter aktiviert werden, so daB nach 
‘dieser Formulierung, entgegengesetzt den Tatsachen, hier die 
Addition von Maleinsiiure-anhydrid anzunehmen sein sollte. 


Umwandlungsprodukte des Dehydro-ergosterin-peroxyds. 


Das Reduktionsprodukt des Dehydro-ergosterin-peroxyds mit 
Jinkstaub und Alkali hat die Formel C,,H,,0,"). Es enthilt 
‘eine sekundare und eine tertiare Hydroxylgruppe, sowie 3 Doppel- 
‘ybindungen, von denen zwei nach dem Absorptionsspektrum kon- 


iso Mejugiert sein miissen. Der Stoff tritt nicht mit Maleinsiure- 


C,, Fanhydrid in Reaktion, d.h. die Konjugation mu sich so auf 
e]. 92 Ringe verteilen, daB eine Addition von Maleinsiiure-anhydrid 
vei Mevicht méglich ist. Das primire Reduktionsprodukt wire ein 
n- @plrien-triol. Die tertiire Hydroxylgruppe an C, wird bei dieser 
- ‘Reaktion aber durch Wasserstoff ersetzt, und die Doppelbindungen 
0.  ericken in Konjugation. So kommen wir zu Formel IX fiir das 
a]. FEentstandene Ergosta-trien-diol. Sie enthilt zwei konjugierte 


ch PE Doppelbindungen, an die nach ihrer Iage eine Addition von 
sh $_Maleinsiiure-anhydrid nicht méglich ist. Bei der weiteren Hydrie- 


n- (_erung mit Palladium und Wasserstoff nimmt das Trien-diol 2 Mole 
t, [me asserstoff auf und bildet ein Ergosten-diol, das Ergosten-diol II, 
3 das man auch direkt aus Dehydro-ergosterin-peroxyd auf die 


0 sleiche Weise durch Aufnahme von 4 Molen Wasserstoff erhiilt. 
Man gewinnt das En-diol II noch auf einem dritten Wege. Das 
Trien-diol l48t sich mit Natrium und Alkohol zu einem Diendiol 
hydrieren, das ebenfalls durch weitere Hydrierung mit Palladium 
und Wasserstoff 1 Mol Wasserstoff aufnimmt und in das Ergosten- 
diol IT tibergeht. Fiir dieses Produkt kommt Formel X in Frage. 
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IX Ergosta-trien-diol. 


Wie oben erwiéhnt, bekommt man aus dem Ergosterin- 
pevoxyd durch Hydrierung mit Palladium und Wasserstoff eben- 
lulls ein En-diol, das aber verschieden yon dem aus Dehydro- 
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ergosterin-perox}: erhaltenen ist. Diese Reaktion diirfte iihe 
folgende Stufen’ ‘ihren. Ergosterin-peroxyd (Formel III) fin, } 
primir zu einem Men-triol (Formel IV). Unter Wasserabspaltung 
entsteht als Zwist :enprodukt (Formel XI) ein Trien-diol, das abe 
sofort 2 Mole Wasserstoff aufnimmt und in das En-diol I iihey. 
geht. In Analogie zu der Umlagerung des y-Ergostenols jy 
a«-Ergostenol!’), kénnen wir die Lage der Doppelbindung inf 
Krgosten-diol I also zwischen C, und C,, annehmen (Formel Vj, 


ass ia HO? “all a 
X  Ergosten-diol II. XI Trien-diol. 


Dann wide fiir das Ergosten-diol II aus Dehydro-ergosterin. 
peroxyd Formelbild X (Doppelbindung von C, nach C,) zutrefien, 
Dem Ergosten-dion-ol, das man durch Oxydation mit Chron. 
siure aus beiden Ergosten-diolen erhilt, kann man Formel VII 
zuschreiben, und zwar spricht die Tatsache, daB man das 
Oxydationsprodukt aus dem Ergosten-diol II in geringerer Aus- 
beute erhilt als aus dem entsprechenden Ergosten-diol I fiir die 
angegebene Formulierung, da hier erst eine Verschiebung der 
Doppelbindung eintreten muf, um dieses 3,7-Diketo-ergosten-5-0l | 
zu gewinnen. Der Stoff ist sicher ein «, B-ungesiittigtes Keton, Essig! 
da er eine Absovptionsbande bei 254 mu (Figur) besitzt und sich, ©" " 
auch mit Palladium und Wasserstoff hydrieren 1iBt. 

Sowohl Ergosten-diol I wie Ergosten-diol II reagieren niclit Ca 
mit Bleitetra-acetat. Nach den Erfahrungen, die von Crigée” ! 
bei der Oxydation von mehrwertigen Alkoholen gemacht wurden, 
kann es sich nicht um 1,2-Glykol handeln, ein solches miibte j 
1 Mol Bleitetra-acetat verbrauchen. Auch diese Versuche zelge!')  prgost 
also, daB die Hydroxylgruppe des Ergosterins nicht an C, sondern — getroc 


ergoste 
und W 
wird d 
Man et 
leicht | 








an C, sitzt. evakui 

Behandelt-"wan die Ergosten-diole aus Ergosterin-peroxyé sik 
und aus Dehydi ergosterin-peroxyd mit Salzsiuregas, so entstebt} guy, 
aus beiden das leiche Ergosta-dien-ol. Die tertiare Hydroxyl} Der st 


gruppe an C, wid abgespalten. Es entsteht eine neue Doppel- penis 
bindung zwischen ©, und C,. In Analogie zu der Umlagerungg “4 
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des g-Ergostenols zum f-Ergostenol') nehm:« wir eine Wande- 


yung der Doppelbindung nach C,, und ©,;, n. Das Ergosta- 


dien-ol hat also die Formel NII. 
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XII Ergosta-dien-ol. 


Herrn Prof. Windaus bin ich fiir die Leitung und Unterstiitzung 
meiner Arbeit zu grobem Dank verpflichtet. 


Versuehsteil. 


Ergosten-diol II aus Dehydro-ergosterin-peroxyd. 2 g Dehydro- 
ergosterin-peroxyd werden in 200 ecem Alkohol gelést und mit Palladium 
und Wasserstoff geschiittelt. Nach Aufnahme von 4 Molen Wasserstoft 
wird die Lésung zur Trockne gedampft und in Essigester aufgenommen. 
Man erhiilt feine durchsichtige Blittchen vom Schmelzp. 219°. Der Stoff ist 
leicht léslich in Ather und Chloroform, sechwerer in Alkohol und Methanol. 

1,360 mg Subst.: 4,470 mg H,O, 12,860 mg CO,. 

Cgaals Ber. C€ 80,69 H 11,60 Gef. C 80,44 H 11,4s. 

17,8 mg Subst.: 2 eem Chloroform, 7 = 1 dm « = + 0,21°, 

[alp = + 23,6°. 
1 


Das Mono-acetat des Endiols wird durch '), stiindiges Erhitzen mit 


Kkssigsiiureanhydrid erhalten. Es wird aus Alkohol oder besser aus Essig- 


ester wunkrystallisiert und schmilzt bei 196°. 
1.355 mg Subst.: 4,270 mg H,O, 12,560 mg CO,. | 
OF: Be iS Ber. C 78,54 H 10,99 Gef. C 78,65 HT 10,97. 
15.4 mg Subst.: 2 cem Chloroform, / = 1 dm, « = + 0,17°, 
(aly = + 22,08°. 

Kondensation des Trien-diols'') mit Maleinsaure-anhydrid. 350mg 
Ergosta-trien-diol-monoacetat werden in 25 cem Xylol, das iiber Natrium 
getrocknet wurde mit 500 mg Maleinsiiure-anhydrid bei 135° in einem 
evakuierten Rohr erhitzt. Nach 4 Stunden wurde d: 3 Xylol im Vakuum 
abgedampft und der Riickstand aus Alkohol umkrys* llisiert. Man erhiilt 


so einen Stoff, der bei 217—218° schmilzt und mit a Ausgangsmaterial, 
dem Mono-acetat des Trien-diols keine Sebmelzpi <tsdepression ergibt. 
Der Stoff war in Alkali nicht lislich. Es hat also ke +‘ Kondensation statt- 


gefunden. Die konjugierten Doppelbindungen, die — i.e Absorptionsbande 
bei 240 nu bewirken, miissen sich also auf 2 Ringe vc rteilen. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXXXI. 6 
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Ergosten-diol II aus Ergosta-trien-diol. 2 ¢ Ergosta-trien-« | 
werden in 200 eem Alkohol gelést und mit Palladium und Wasserstofi 
schiittelt. Es wurden 2 Mole Wasserstoff aufgenommen. Nach der iiblic! ey 
Aufarbeitung erhilt man einen Stoff, der bei 219° schmilzt und der sich 
identisch erwies mit dem Endiol II, das man durch Hydrierung aus Dehyir, 
ergosterin-peroxyd erhiilt. Die Acetate ergaben ebenfalls keine Schmelz 
punktsdepression. 

Ergosten-diol II aus Ergosta-dien-diol'). 0,7 ¢ Ergosta-dien- lio 
werden ebenfalls in 75 cem Alkohol gelist und mit Palladium und Wasser 
stott geschiittelt. Das entstandene Reaktionsprodukt wird wie iiblich isoliert 
Durch Schmelzpunkt, Drehung und Mononscetat konnte die Identitiit ini: 
dein Endiol IL sichergestellt werden. 

3, 7-Diketo-Ergosten-5-0l. 2 g¢ Ergosten-diol I°) vom Schmelzp. 25) 
werden in 200 cem Merckschem Eisessig gelést und mit 2 g Chromsiiure 
iiber Nacht bei 0° oxydiert. Die iiberschiissige CrO, wird mit Bisulfitlaug: 
reduziert und die Lésung darauf in viel Wasser gegossen. Dann wird nit 
sehr viel Ather 5—6mal ausgeschiittelt, die Atherausziige mit Natrium 
ecarbonat ordentlich durchgeschiittelt, um die sauren Anteile zu entfernen, 
und mit Wasser nachgewaschen. Nach dem Trocknen mit entwiisserte: 
Natriumsulfat wird der Ather abdestilliert und der Riickstand in Alkoho! 
aufgenommen. Nach mehrfachem Umkrystallisieren aus Alkohol und zu 
SchluBb aus Methanol erhiilt man kleine Blittchen, die sich von 225° «au 
nach und nach dunkler fiirben und bei 254° unter Zersetzung schmelzen. 
Das Absorptionsspektrum zeigt ein ausgepriigtes Maximum bei 254 mu. 


17,8 mg Subst.: 2 ecm Chloroform, / = 1 dm, « = + 0,56°, 


[a]p = + 62,9°. 


2.730 mg Subst.: 2,510 mg H,O, 7,810 mg COQ,. 
CaO, Ber. C 78,43 H 10,35 Gef. C 78,02 H 10,29. 
{ 
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250 ~ 300 
Wellenlange 
3, 7-Diketo-Ergosten-d-ol 0,02°/,ige Lésung in Ather. 


2 g¢ Ergosten-diol I] vom Schmelzp. 219° werden in 200 cem Eises-iz 
gelést und mit 2g Chromsiure iiber Nacht bei 0° oxydiert. Die wher 
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‘issige CrO, wird reduziert und die Lésung ausgeiithert. Nach Ab- 


e + unung des sauren Anteils wird der Atherauszug getrocknet und ein- 
en » jampft. Der Riickstand wird aus Alkohol umkrystallisiert. Nach sorgfiltiger 
ich Reinigung konnte schlieBlich eine kleine Menge Krystalle isoliert werden. 
i FF lie bei 225° anfingen sich dunkel zu fiirben und bei 254° schmolzen unter 
Iz Zersetzung. Der Mischschmelzpunkt mit dem oben beschriebenen En-dion-ol 


yeigt keine Depression. Das Absorptionsspektrum zeigt ebenfalls ein Maxi 
lol & num bei 254 mu. 
a 16,4 mg Subst.: 2 cem Chloroform, / = 1 dm, « = + 0,51°, 


falp = + 62,3°. 


2,850 mg Subst.: 8,20 mg CO,, 2,61 mg H.O. 
. Cobia, Ber. C 78,48 He 10,35 Gef. C 78,47 H 10,24. 
Die En-dion-ole aus den beiden Ergosten-diolen sind also identisch. 
Sie sind ziemlich schwer lislich in Ather und Chloroform. Sehr schwer 
jslich in Methanol und Petroliither. 
1, Ergosta-dien-ol. 2 g¢ Ergosten-diol | werden in 40 cem_ reinem, 
il trocknem Chloroform gelést und in die Lésung 3'/, Stunden Salzsiiuregas 
a | vei — 10° eingeleitet. Danach wird aus der Lésung die Siiure durch Schiitteln 
m mit Natriumearbonat entfernt und mit Wasser nachgewaschen. Die Chloro- 
uu @ formlésung wird mit Natriumsulfat getrocknet und darauf zur Trockne 
n #  vingedampft. Der Riickstand wird mit Alkohol aufgenommen und abwechselnd 
aus Alkohol oder Essigester-Methanol umkrystallisiert. Aus einem Gemisch 
von isomeren Stoffen konnte schlieBlich ein einheitlicher Alkohol isoliert 
werden, der konstant bei 171—172° schmilzt. 
19,6 mg Subst.: 2 eem Chleroform, / = 1 dm, « = — 0,28°, 
[alp = — 28,57 °. 

Durch Erhitzen dieses Ergosta-dien-ols mit Essigsiiure-anhydrid er- 
hilt man das Acetat. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Essigester- 
Methanol erhailt man farblose Blittchen vom Schmelzp. 174°. Sie sind leicht 
‘islich in Ather, Chloroform und Essigester, schwerer in Alkohol und sehr 
schwer in Methanol. 

23,4 mg Subst.: 2 cem Chloroform, / = 1 dm, « = — 0,41", 

[alp = — 35,04°. 


4,375 mg Subst.: 13,140 mg CO,, 4,440 mg H,0. 
Coo Hee, Ber. C 81,75 H 10,98 Gef. C 81,91 H 11,36. 
Auf die gleiche Art und Weise wurden 2 g Ergosten-diol IT in 40 cem 
Chloroform gelést und bei — 10° mit Salzsiiuregas 3'/, Stunden behandelt. 
Nach der iiblichen Aufarbeitung konnte auch hier nach mehrfachem Um 
vystallisieren aus Essigester-Methanol aus einem Gemisch yon Isomeren 


: Ergosta-dien-ol isoliert werden. Schmelzp. 171-—-172°. 
24,0 mg Subst.: 2 eem Chloroform, / = 1 dm, « = — 0,34, 


[a], = — 28,33°. 
Das Acetat wird dureh Erhitzen mit Essigsiiure-anhydrid gewonnen. 
schmilzt bei 174° und gibt mit dem Acetat des Dien-ols keine Schmelz- 
ktsdepression. 


6* 
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Bei der Salzsiiuregas-Umlagerung ist die tertiiire Hydroxylgruppe |; 
Wasser abgespalten worden, und es ist eine neue Doppelbindung entstand:, 
Die beiden im Molekiil vorhandenen Doppelbindungen liegen nach d: iy 
Absorptionsspektrum isoliert, die Messung zeigt bis 240 mu keine Absor) 
tionsbande. Nach diesem Befund und nach der negativen Drehung zu ur- 
teilen, ist dieses Ergosta-dien-ol wahrscheinlich das 22-Dihydro-ergosterin ( 

Hydrierung des Ergosta-dien-ol-acetates. 300 mg Ergosta-dien 
acetat werden in 100 ccm reinem Eisessig gelést und mit Platin und Wasser 
stoff geschiittelt. Es werden rasch 2 Mol Wasserstoff aufgenommen. ic 
Lisung wird vom Katalysator abfiltriert und auf ein kleines Volumen ein 
geengt. Nach dem Umkrystallisieren aus Essigester erhilt man einen sehiu 
krystallisierten Stoff vom Schmelzp. 144—145°. 


29,0 mg Subst.: 2 cem Chloroform, / = 1 dm, « = + 0,09, 
[ely = + 6,2°. 
Der Mischschmelzpunkt mit Ergostanol-acetat zeigt keine Depression. 


Titration der Ergosten-diole I und II mit Bleitetra-acetat. A) 
gewogene Mengen der Endiole wurden mit einem UberschuB einer ein- 
gestellten, etwa n/10-Bleitetra-acetat—Kisessiglisung bei Zimmertemperatur 
1 Tag stehen gelassen. Darauf wurden 20 ccm Kaliumjodidlésung hinzu- 
gefiigt und das vom iiberschiissigen Bleitetra-acetat in Freiheit gesetzte Jod 
mit n/20-Thiosulfat zuriicktitriert. Die Versuche ergaben keinen Verbrauch 
von Bleitetra-acetat. 
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16. Nakamija, Diese Z. 203, 257 (1931). 
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Eine Mihle zur feinsten Vermahlung schwieriger 
(besonders pflanzlicher) Objekte. 


Von 
R. Feulgen und M. Behrens. 
Mit 3 Figuren im Text. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Gielen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Dezember 1934.) 


Kine sehr schwierige Aufgabe der Laboratoriumstechnik ist 
das durchgreifende, alle Zellen aufschlieBende Vermahlen vieler 
pilanzlicher Gewebe mit derben und ziihen Zellmembranen, z. b. 
der Embryonen von Roggen- oder Weizenkérnern. Uns ist keine 
Miihle bekannt, welche gerade diese Gebilde unter voélliger Aut- 
schlieBung der Zellen bis auf die Kerne, also bis auf wenige u 
heruntermahlen kann. Am ehesten gelingt dies noch durch tage- 
langes Schiitteln des scharf getrockneten Materials mit Glasperlen 
in iitherischer Suspension. Das Verfahren ist aber sehr miih- 
sclig und die Ausbeute gering. 

Die hier beschriebene Feinmiihle gestattet, einen gréberen 
Kinsatz (etwa 100 g) in wenigen Stunden nicht nur autzuschlieBen, 
sondern auch bis aut die Zellkerne herunterzumahlen. Das Mahl- 
verk besteht aus zwei aufeinander eingeschliffenen Schmirgel- 
scheiben von 100 mm Durchmesser und feinster Kérnung | korn- 
srdBe 10—15 w)1) in keramischer Bindung. Es liegt bekanntlich 
un Wesen solcher Schmirgelscheiben, daB sie einer Aufrauhung 
oder Schirfung niemals bediirfen, sondern stets ihre Obertliche 
heibehalten, weil die weichere keramische Bindung viel schneller 
abnutzt als die Carborundumteile und so immer neue Carborundum- 
krystiillechen an der Oberfliiche wirksam werden. Von den beiden 
‘cheiben (Fig. 1) ist die untere als Stator a, die obere als 
otor b ausgebildet, welch letzterer mittels der Welle c¢ mit etwa 
'0U0 Umdr/Min. gedreht werden kann, und zwar durch einen mit 

esamer Welle direkt angekuppelten Elektromotor. Das Mahl- 


_') Den Naxos Carborundumwerken in Frankfurt a M. sind wir fiir 
Uberlassung von Spezialscheiben zu grofbem Dank verpflichtet. 
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werk taucht in ein groBes Glasgefib (Rattenglas) ein, in welchos — \ 

das scharf getrocknete und mit einer gewéhnlichen Laboratoriums. > 

miihle vorgemahlene Gut — in Benzol suspendiert — hineinkomiut, L 
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\o» ausschlaggebender Bedeutung ist nun die Zubringung der 
Suspension zwischen die Scheiben des Mahlwerks. Zu diesem 
Zvecke ist der Stator a@ mit einem zentralen Loch d versehen, 
wihrend in den Rotor b (Fig. 2) auf der Mahlfliche radiiire Nuten 
eingearbeitet sind. Bei der Rotation des Rotors wirkt dieser zu- 
nichst als Zentrifugalpumpe, indem die in den Nuten be- 
tindliche Suspension herausgeschleudert und durch das Loch 
neue Suspension nachgesaugt wird. So findet eine fortwiihrende 
Hurchspiilung des Mahlwerks statt, und bei jeder Umdrehung 
nimmt der Rotor einen neuen Film der Suspension mit unter 
Verreiben auf dem Stator. Die Zellmembranen werden dabei ab- 
gerissen, das Protoplasma in fuBerst feinen (etwa 1 uw groBen) 
Partikelchen ,abgeschliften“, die bei ruhigem Stehen der Suspension 
lange in Schwebe bleiben und daher durch Schliimmen leicht 
entfernt werden kénnen, wihrend bei rechtzeitiger Unterbrechung 
des Mahlprozesses die Kerne als rundliche Gebilde mit kleiem 
?rotoplasmasaum zuriickbleiben. 

Fig. 3 zeigt eine laboratoriumsméBige Ausfiihrung der I'ein- 
miihle. Die Mihle hingt an einem Brett fest montiert an der 
Wand, 

a Hiilse mit zwei Lagern fiir die Wellen des Rotors, aut 

Klotz hb befestist. 

c Stiibe, an a befestigt, zum Halten des Stators /. 

(| Klektromotor. 

¢ Elastische Kupplung (Gummischlauch). 

{ Hebel, die Welle umgreifend, zum Anheben der Rotorwelle 
bzw. zur Be- oder Entlastung des Mahlwerks durch An- 
hiingen von Gewichten. 

4 Verstellbare Konsole fiir das GlasgefifB mit dem Mahlgut. 
Dieses steht in einem gréfSeren GetiB mit durchtliebendem 
Wasser (z. B. grober Exsiccator) zur Wegnahme der bein 
Arbeiten der Miihle entstehende Wirme. 


Das Geriit wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft der 
outschen Wissenschaft entwickelt. 


Ein vereinfachter Apparat zur Bestimmung der Milchsdure. I]. 


Von 
H. Lieb und M. K. Zacherl. 
(Unter Mitwirkung von A. Hida). 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit Graz.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Dezember 1934.) 


Vor 2 Jahren haben wir in dieser Zeitschrift iiber einen 
vereinfachten Apparat zur Bestimmung der Milchsiiure berichtet', 
Obschon dieser Apparat seither in einer Reihe von Laboratorien 
Kingang gefunden und sich allenthalben bewihrt hat, sahen wir 
uns doch veranlaBt, seine Brauchbarkeit und die damit erzielbare 
Genauigkeit zu iiberpriifen, da H. J. Fuchs in seiner Veréftent- 
lichung ,Apparat zur Milchsiiurebestimmung**) auf angebliche 
Miingel unseres Apparates hinwies und mehrfache Anderungen 
daran vornahm. Seine Kritik an unserer Konstruktion laBt sich 
im wesentlichen dahin zusammenfassen, daB die Aldehydausbeute 
bei einwandfreiem Arbeiten stets unter der zu erwartenden liege: 
denn bei dieser Anordnung sei es unvermeidlich, daB in der Fritten- 
platte des Gasverteilers eine gewisse Menge Bisulfit zuriickbleibe. 
die trotz sorgfiltigsten Waschens daraus nicht zu entfernen svi. 
Aus diesem Grunde sieht er sich veranlaBt, die sehr praktische 
Frittenplatte autzugeben und durch einen eigens konstruierten 
Verteiler zu ersetzen. Durch Verwendung von Druckluft wird 
auBerdem die gasdichte Vereinigung des VorlagegetiBes mit dem 
Apparat vermieden. 

Bei unserer Anordnung wird ein Luftstrom mittels einer 
Wasserstrahlpumpe durch den durchwegs mit Glasschliffen ver- 
sehenen Apparat gesaugt und auf diese Weise der Acetaldehyi 
rasch in die Bisulfitlésung iibergefiihrt. Zwecks Aufteilung ces 
Gsasstromes in feinste Blaschen tritt er durch einen Gasverteile: 
mit Frittenplatte G2 der Firma Schott und Gen. von einer Foruw. 
wie wir sie erstmalig zur Absorption von Kohlendioxyd*) bei «er 


') Diese Z. 211, 211 (1932). 2) Diese Z. 221, 271 (1935). 
*) Mikrochem. 9, 367 (1931). 
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festimmung des Kohlenstoffs durch nasse Verbrennung verwendet 
jaben und wie sie sich seither bei verschiedenen Autoren’) be- 
yibrt hat. Im Augenblick der Abnahme der Vorlage besteht nun 
allerdings die Méglichkeit, daB kleinste Mengen von Bisulfitlisung 
i die Poren der Frittenplatte eindringen, dort hiingen bleiben 
and so der Bestimmung verlorengehen, ein Umstand, den wir 
hei unseren Versuchen auch in Erwiigung gezogen haben. Fuchs 
hat dies in der mit Wasser abgespiilten Frittenplatte qualitativ 
einerseits durch die Geschmacksprobe, andererseits mit getirbter 
Bisultitlbsung gezeigt, macht jedoch keine zahlenmiBigen An- 
saben tiber die dadurch entstandenen Bisulfitverluste. Obwohl 
vir auf Grund unserer bisherigen analytischen Ergebnisse bereits 
sur Uberzeugung gekommen waren, da der dadurch entstehende 
Kehler praktisch tiberhaupt nicht in Betracht kommt, sahen wir 
ins durch die Bemerkungen von H. J. Fuchs jetzt trotzdem noch 
veranlaBt, quantitative Untersuchungen iiber die in der Fritten- 
platte verbleibende Bisulfitmenge durchzufiihren. 

Nach Abnahme der mit 5 cem 1°/, iger Bisulfitlésung gefiillten Vor- 
lage wurde die Frittenplatte unserer friiheren Vorschrift entsprechend mit 
destilliertem Wasser abgespiilt und dann der Bisulfitgehalt der Lésung jodo- 
metrisch bestimmt. Sodann wurde eine neue Vorlage mit destilliertem Wasser 
vorgelegt und die Frittenplatte durch Ansaugen und Ausblasen ausgewaschen. 

Das auf diese Weise aus der Frittenplatte gewonnene Bisulfit wurde 
wiederum mit 0,005 n-Jodlésung titriert. Die Ergebnisse sind in nach- 
stehender T'abelle verzeichnet. 








Hauptmenge verbr. spear ony oon — Verhiiltnis der beiden 
aus der Frittenplatte 
cem 0,1 n-Jodl. cem 0,005 n-Jodl. Mengen zueinander 
11,90 0,612 100 : 0,26 
12,85 0,714 100 : 0,28 
12,00 0,360 100 : 0,16 
12,50 0,500 100 : 0,20 








Daraus geht hervor, daB der durch die Frittenplatte bedingte 
Verlust 0,3°/, nicht iibersteigt. Dieser Bruchteil fallt nicht ins 
“ewicht, denn er bedeutet bei normalem Blut mit etwa 10 bis 
1) mg-°/, Milchsiiure einen Verlust von maximal 0,04 mg-?,.. Aber 
auch dieser Fehler laBt sich auf ganz einfache Weise fast voll- 
stindig vermeiden, indem man nach dem Abspiilen der Fritten- 
platte mit destilliertem Wasser mit Hilfe eines Schlauches bei 


') Mikrochem. 10, 99 (1931); Biochem. Z. 261, 436 (1933); Diese Z. 226, 
l0s (1934); Z. anal. Chem. 98, 113 (1934). 


9() H. Lieb und M. K. Zacherl, 


der Ansatzsteile des Tropftrichters in die Apparatur hinein)|iiy 
Dadurch wird die Frittenplatte nochmals gereinigt. 
sie nachher wiederum mit destilliertem Wasser ab. 


zuriickbleibt und haben fiir dessen Bestimmung 0,04, 0,09, 0,04 cc, 
0,005 n-Jodlésung verbraucht. Im Verhiltnis zur Gesamtvorlay 
sind das 0,02—0,04°/,. 


Die in der folgenden Tabelle enthaltenen Analysen sind nac} 


der in der ersten Mitteilung gegebenen Vorschrift ausgefiihrt wn 
zeigen neuerlich, daB die Milchsiiure quantitativ erfaBt wird. 


Man <x iviils 
Wir ha Ney 


gepriift, wie viel Bisulfit nach solcher Behandlung etwa_ ioc 





Milchsiiure ber. Milchsiiure gef. 
cem 0,01 n-Jodl. file 8 
ing mg 
1,773 4,01; 3,99; 4,00 1,805: 1,797: 1,801 
1,456 3,26: 3,30 1,466; 1,477 








Mit diesen Untersuchungen konnten wir die Kinwiinde you 
Fuchs als widerlegt ansehen. 
manganateinleitungsrohr bis auf den Boden des Kochkolbens zi 
verliingern, erschien auch uns zweckdienlich. Damit wird di 
gleichmiBige Verteilung des Oxydationsmittels in der Milchsiure- 
lésung und dessen Beriihrung mit dem Dampfraum vermieden. 
Uberdies wird dadurch der Acetaldehyd noch schneller aus de: 
Fliissigkeit ausgetrieben. Wir haben diese Anderung an unsere 
Apparat vorgenommen und wollen noch kurz iiber die dami 
gewonnenen Erfahrungen berichten. Es sei vorweg genommet. 
daB sich diese Anderung bewiihrt hat. Jedoch miissen dabe’ 
gewisse VorsichtsmaBregeln beachtet werden. 

Ks ist erstens nétig, daB die Frittenplatte geniigend durcl- 
liissig ist. Diese Platten werden zwar ihrer Dichte entsprechen 
numeriert. Wir haben dafiir die Nummer G2 angegeben. Doc 
ist es durch die Herstellungsweise bedingt, daB beziiglich de 
Dichte kontinuierliche Ubereiinge bestehen. Die Durchlissiekeit. 
die naturgemiB auch von der Gribe der Oberfliche der Fritten- 
platte abhingt, muh so grof sein, dab der im Augenblick des 
beginnenden Siedens auftretende Dampfdruck von der Saugpumy 
bewiiltigt werden kann; denn sonst steigt die Untersuchungs- 
lésung durch das Ejinleitungsrohr aus der Apparatur und gelit 
verloren. Aus demselben Grunde ist es noétig, nach der Zeii 


des Durchliiftens der Apparatur, wihrend welcher die Milc!- 
siiure—Schwefelsiiurelésung ja im Sieden gehalten wird, den Bren! 


Aber sein Vorschlag, das Per- 
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yegvimehmen. Beim Wechsel des Vorlagegefiibes zum Hinfiillen 
des Disulfits wird der Luftstrom innerhalb der Apparatur unter- 


-prochen: Also darf die Untersuchungslésung zur Vermeidung von 


—Tberdruck nicht sieden. 


Die Verlingerung des Kinleitungsrohres, das sich nunmehr 
mu cinem groBen Teil im heiBen Dampfraum betindet, bringt es 
wit sich, daB sich darin wihrend der Analyse leicht Permanganat 


in fester Form abscheidet. Dieses mu vor Beginn einer neuen 


Bestimmung natiirlich ausgewaschen werden, am leichtesten, indem 
uian Wasser durchsaugt. 

H. J. Fuchs hat auch einen eigenen Mikrobrenner fiir seinen 
Apparat beschrieben und dessen Abstand von dem Kochkolben 
genau angegeben, um so die Temperatur konstant halten zu 
kinnen. Wir halten auf Grund unserer Erfahrung diese Genauig- 
keit nicht fiir nétig und verwenden einen einfachen Bunsenbrenner 
wit Schornstein und klein gedrehter, entleuchteter Flamme. Des- 


gleichen ist wohl auch eine Anderung des von uns angegebenen 


Kithlers nicht nétig. Die zum SchluB angefiihrten Analysen, die 
wir ohne Auswahl wiedergeben, zeigen, dab unser Apparat seinein 
Zweck mnerhalb allgemein giiltiger Grenzen voll entspricht. 





ug Milch- ecm mg Milch- ing Milech- cem mg Mileh- 
siiure 0,005 n- siiure siiure 0,005 n- siure 
vorgelegt Jodl. gef. vorgelegt Jodl. gef. 
O,1S6 0,80 0,179 0,180 0,82 0,183 
0,82 0,183 0,80 0,179 
0,88 0,196 0,83 0,186 
82 183 - ‘ 
ip : — 0,162 0,71 0,159 
0,80 0,179 a ; 
2 O,i4 0,164 
0,82 0,185 0.74 0.159 
0,82 8; a cet 
ey 0,189 O14 0,164 
0,72 0,161 
0,081 O,3s 0,054 























Ein Analysengang fiir kleine Mengen Galle. 
Von 


Albrecht Graf Douglas-Sauermann. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der ehirurgischen Abteilung. 
College of Physicians and Surgeons Columbia University, New-York 
und dem eigenen Laboratorium in Santiago, Chile. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Dezember 1934.) 


Kin Analysengang fiir kleine Mengen Galle wurde als dringendes 
Bediirfnis empfunden, um durch Einzelanalyse von Autopsiegalle 
die normale Zusammensetzung derselben besser zu studieren wii 
eventuell auch klinisch-diagnostisch auszuwerten. Leider ist die 
elinzige, uns bekannte Methode von Hammarsten!) bei den ge- 
ringen Mengen Galle, die von einer Sektion herriihren, nicht an- 
wendbar. Dagegen wies die klassische Arbeit von Wieland und 
Sorge*) den Weg zu einem indirekten Analysengang und wurde 
zur Bestimmung der Desoxycholsiiure mit verwendet. 

Verfahren: Die Galle wird auf dem Wasserbad eingedampit, 
der schmierige Riickstand mit Alkohol aufgekocht, nach dem Er- 
kalten mit Alkohol auf ein bestimmtes Volumen gebracht und 
filtriert. Auf dem Filter bleibt Mucin, im Filtrat befinden sich 
Lipoide und Seifen, Farbstoffe und die freien und gepaarten 
(sallensiuren als Na-Salze. 

In einer kleinen Menge wird der Gesamtstickstoff nach 
Kjeldahl bestimmt, ferner durch Trocknen bis zur Gewichts- 
konstanz das Trockengewicht. Der gréBte Teil des Filtrats wird 
zur Analyse abgemessen. Es wird mit HCl] schwach angesiiuer' 
und wenig Wasser zugesetzt, bis eben eine Triibung eintritt. Nun 
wird 3—4 Mal im Scheidetrichter mit kleinen Mengen \ylol 
ausgeschiittelt. wobei sich die Lipoide und Fettsiuren im Xylo! 
lésen. In der alkoholischen Lésung bleiben die Gallensiiuren | 
Lésung. 
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‘ntersuchung der Lipoide: In einigen Kubikzentimetern wurde 

holesterin nach der gravimetrischen Methode von Windaus 
sammt. Zur Bestimmung der Fettsiiuren wurden andere kleine 
Hyaktionen der Fliissigkeit zur Trockne verdampft, dann mit Alkohol 
aufgenommen und mit alkoholischer n/100-NaOH titriert. 1 ccm 
verbrauchte NaOH ergibt durchschnittlich 2,75 mg Fettsiiuren 
oder 2,97 mg Na-Seife, wenn wir annehmen, dab ein Gemisch 
sjeicher Teile Stearinsaiure, Palmitinsiiure und Oleinsiure vorlegt. 
in. Rest der Lipoidfraktion wurden P-Bestimmungen vorgenommen 
und der Lecithingehalt daraus berechnet. Ausgehend von der An- 
name, daB der P-Gehalt des Lecithins 4,03°/) betriigt, entspricht 
1.00 mg Phosphor 24,85 mg Lecithin. 

Untersuchung der Gallensiurefraktion: Die Fliissigkeit wurde 
(; Stunden lang mit einer gemessenen Menge 8°/, igem NaOH. hydroly- 
siert. Nach dem Erkalten wurden die Na-Salze der vorhandenen 
Siuren mit HCl zersetzt und die triibe Lisung im Scheidetrichter 
mit Ather ausgeschiittelt. HKventuell wird Wasser zugesetzt. Die 
ireien Gallensiiuren befinden sich in der itherischen Lésung, die 
vibrige Lésung enthalt die vorhandenen Aminosiuren. 

Zur Bestimmung der Aminosiiuren wurde der Stickstoff im 
vin Slykeapparat bestimmt, der Schwefel nach trockner Ver- 
breunung als BaSO, gefiillt und gewogen und ein Teil des ge- 
fundenen Amunostickstoffs nach der Gleichung S:N = 82:x aut 
Taurin in Anrechnung gebracht. Der UberschuB an Aminostick- 
stoff wurde auf Glykokoll berechnet, wobei zu beachten ist, dab 


es im van Slykeapparat nicht 100°/,, sondern 103°/, Stickstoff 


da 


abeibt. 

/ur Bestimmung der Gallensiiuren in der iitherischen Lésung 
wurde der Ather verjagt und so lange getrocknet, bis jede Spur 
des zur Zersetzung der Na-Salze vorhandenen Uberschusses von HC] 
eitiernt war. Dann wurde in Alkohol autgenommen und mit 
ilkoholischer Lauge gegen Phenolphthalein titriert. Bei der Be- 
rechnung entspricht 1 ccm n/10-NaOH 40,83 mg Cholsiiure oder 
3423 mg  Desoxycholsiiure, 1 mg Desoxycholsiiure entspricht 
0.0255 com n/10-NaOH. Um die vorhandene Menge Cholsiiure aus 


den bei der Titration gebrauchten Kubikzentimetern Lauge zu _ be- 
‘tinmmen, wird erst die Desoxycholsiiure nach der von Wieland 


ui Sorge ausgearbeiteten Methode bestimmt?). Daraus wird 

berochnet, wieviel Lauge von der Desoxycholsiiure gebunden war. 

Jicser Betrag wird vom Totalbetrag abgezogen und die Differenz 
holsiiure umgerechnet. 


Q4 Albrecht Graf Douglas-Sauermann, 


Zur Bestimmung der Desoxycholsiiure wird die vorher tit) je); 


Lisung zur Trockne verdampft, nachdem man die Na-Salze (iy¢) 
Zusatz der berechneten Menge HCl zersetzt hat. Zum Riicks::); 


wird etwas alkoholische Stearinsiiurelisung gegeben und ( 
Alkohol auf dem Wasserbad verjagt. Der UberschuB Stearins i, 


wird mit Petroliither entfernt, die im Petroliither unlisliche, 
Gallensiiuren werden etwa 1/, Stunde lang mit der etwa 20 fachey 
Menge Xylol am RiickfluBkiihler gekocht. Nach dem Erkilte, 
wird von den im Xylol unldslichen Gallensiiuren abfiltriert. |) 
Filtrat betindet sich die von der Desoxycholsiiure abgespualten: 


Stearinsiiure. Man verdampft das Lisungsmittel und titriert (dj 


zuriickbleibende Stearinsiure mit alkoholischer NaOH. Ein Mol. 
kil Stearimsiture war an 8 Molekiile Desoxycholsiiure gebunde:, 


daher entspricht 1 ccm n/10-NaOQH 2,84 mg Stearinsiiure ode 
31,39 mg Desoxycholsiure. 


Zur Berechnung der vorhandenen Menge Bilirubin berechne: 
man auf jedes Molekiil Phosphor 1 Molekiil Stickstoff, welche, 


an Lecithin gebunden war. Der so erhaltene Lecithinstickstot 


wird mit dem Aminostickstoff vom Gesamtstickstoff abgezogen, 


Der Rest wird als aus den Gallenfarbstoffen herriihrend  an- 
gesehen und ergibt, mit 8,29 multipliziert, das Bilirubin 
Milligramm. 


Belege: Die nach vorstehender Beschreibung vorgenommene Anilys 
einer kiinstlichen Galle ergab die Brauchbarkeit des Verfahrens. 





rn sarees ee 
0 
Bilirubin... ... 10,00 9,30 
er 10,00 9,85 
Cholesterin . . .. . 5.00 4,92 
Na-Stearat ..... 2,00 
Na-Oleat ...... 2 00 
Na-Palmitat. . ... 2,00 5,90 
Desoxycholsiiure. . . 20,00 19,50 
Cholsiure. ..... 30,00 29,00 
Glykokoll. . . ... 14,00 13,55 
ee 5,00 4,78 
100,00 96,80 = 3,20"), Ditteren: 








Das Ergebnis von 8 Analysen yon Autopsiegalle wird im folgenden 
angegeben. 
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Galle Nr. 1 2 3 4 5 6 7 S 
‘T'odesursache 

- ' S oe 

° : a = im oof , 

= 7 a. | ow 2 o | 28g ay 2 

s2/388/88/ 42/)/5 28/388) & 

qa” | &>uU | es B = =F Hel! & 

a = = as S) Sa |S 


frockengewicht, mg | 500 = 2076 =. 2999) = 1290) 750) 750 500-6380 
Bilirubin, °/,) . - - {10,10 4,60 55,42 18,56 16,00, 11,75 19,66 9,51 





iO 
Lipoide, "/y.-.-- - 6,00 | 46,28 24,05 13,22 9,63, 10,55 21,83 17,77 
)esoxycholsiure, ’), | 26,00 10,12 3,14 8,00 20,92) 30,33 20,00 16,51 
Cholsiure, °/, . . . | 38,57 19,45 7,74 45,36 39,98 | 35,35 23,40 | 41,00 
Giyei, “jp «+ * 7,30 4,64 1,39 10,07 5,68 6,50 4,88 6,84 
i ar 6,47 1,25, 0,97 5,49 6,53! 6,00 6,38) 6,43 
(efunden, ",, . . . [94,44 86,34 92,71 100,70 98,74 100,48 95,65 98,36 


Aus diesem Befund kann geschlossen werden, dab die Gallen- 
siuren auch ungepaart in der Galle vorhanden sein kénnen. 
Berechnet man die Mdéglichkeit stéchiometrischer Verbindung 
zwischen T'aurin und Glykokoll einerseits mit den Gallensiiuren. 
so findet man in Galle Nr. 1, 2, 3,5 und 6 einen Uberschu8 von 
freien Gallensiituren, und zwar in Nr. 1 17,07°/,, in Nr. 2 2.34°,, 
in Nr. 3 3,86 °/,, im Nr. 5 16,21°/, und in Nr. 6 18,20°/, der 
Gallensiuren. In Galle Nr. 4 findet man einen UberschuB von 
\minosiiuren und in Galle Nr. 7 und 8 sind die stéchiometrisch 
notwendigen Mengen Aminosiuren und Gallensiiuren vorhanden. 
un sich gegenseitig zu binden. 





Die Untersuchung der Lipoidfraktion erbrachte die folgenden Resultate. 


Galle Nr. I 2 3 4 hy 6 r S 


Cholesterin, °, . | 14,00 6,77 | 8,05 | 12,36 | 12,05 | 10,37 | 11,11 | 13,30 
Fettsiiuren, °,,. . | 25,00 | 13,04 | 10,33 35,08 | 40,00 28,17 30,30 29,00 
Lecithin, °/,. . . | 41,43 | 28,92 | 29,90 | 22,32 | 26,34 | 41,46 | 39,22 | 35,81 
Gefunden, ’/, . . | 80,43 | 48,78 | 48,29 69,76 | 78,39 80,00 80,63 78,11 





Meinem friitheren Chef, Herrn Dr. L. Bauman in New York, 
vike ich fiir die mir gegebene Anregung zu dieser Arbeit. 
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Die Pyrimidinnucleotide aus Thymusnucleinsaure. 
Von 
W. Klein und S. J. Thannhauser. 


Mit 4 Figuren auf Tafel I und If. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Universitit Freiburg i. Br. 
und dem wissenschaftlichen Privatlaboratorium Prof. Thannhauser.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Dezember 1934.) 


In den Mitteilungen XXNXI, NNNIT und XNNIV dieser Reihe! 
wurde iiber die fermentative Darstellung der Mononucleotide su 
Thymusnucleinsiiure sowie tiber die Trennung und Reindarstellung 
dieser Substanzen berichtet. Das erste Ergebnis der Aufarbeitun: 
der Hydrolysate war die Isolierung der priiformierten Purinnucleotide 
in krystallisierter Form. Ribodesose-Guanylsiure ist durch Auftei! 1. 
des Nucleotidgemischs in einen alkoholléslichen und einen alkohiol- 
unléslichen Anteil in den Niederschlag iibergegangen und ‘‘yurde 
auf dem Wege iiber Brucinsalz und Bariumsalz in die freie 
Siiure iibergefiihrt. Alle iibrigen Nucleotide befinden sich in der 
alkoholischen Lisung. Den schwerstlislichen Anteil der Alkohol- 
fraktion bildet die Ribodesose-Adenylsiiure. Sie wurde durcl: 
fraktionierte Kry ,tallisation der Brucinsalze von den iibriger 
Brucinsalzen abg :trennt. 

Aus den Mutterlaugen des Adenylsiiurebrucinsalzes lieBen sic: 
noch betriichtlche Mengen schén krystallisierter Brucinsalze ¢e- 
winnen. Wie 1m Versuchsteil genauer zu beschreibe 1 ist, wurden 
die Substanzen nach Art ihrer Krystallisation in drei Hau)- 
fraktionen unterteilt. Die am schnellsten krystallisierende Frak- 
tion A machte die Hauptmenge der Brucinsalze aus. Sie bestand 
zum iiberwiegencoen Teil aus Ribodesose-Adenylsiiure. Eine Teil- 
fraktion, deren stickstoffwert 8,5°/, betrug, lieferte ein leiclit 
lésliches Bariumsalz. Sie hatte diese Kigenschatt gemeinsam 1)! 
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den Hauptfraktionen B und C. Der weitere Verlauf der Unter- 
suchung zeigte, JaB es sich bei den leicht léslichen Bariumsalzen 
stets um ein Pyrimidinnucleotid handelte. Aus dem erwihnten 
Anteil der A-Fraktion wurde Thymosinphosphorsiure isoliert, zu- 
nichst in Form des krystallisierten Bariumsalzes; aus der B-Frak- 
tion die freie, krystallisierte Ribodesose-Cytidylsiiure. Fraktion C 
enthilt ein Gemi8ch beider Substanzen. 


Ribodesose-Cytidylsiiure besitzt ein hohes Krystallisations- 
vermégen. Man erkennt das besonders daran, daf sie aus wab- 
rigor Lésung durch Alkoholzusatz krystallisiert ausfallt (glinzende 


 plittchen). Beim Eindunsten der wiibrigen Lésung entstehen 


iillimeterlange, diinne Prismen. Die freie 'Thymosinphosphorsiure 
ist bis jetzt erst in mikrokrystalliner Form erhalten worden. Sie 
ist sehr hygroskopisch und in Wasser in jedem Verhiltnis léslich. 

‘ Bariumsalze der beiden Pyrimidinnucleotide sind in Wasser 


leicht léslich. Dadurch unterscheiden sie sich wesentlich von den 
| Purinnucleotiden, ebenso wie durch ihre verhiltnismibig hohe 


Siiurebestiindigkeit. Eine weitere Verschiedenheit besteht in der 
optischen Aktivitait. Die Purinnucleotide drehen nach links, die 
freien Pyrimidinnucleotide nach rechts. 


Die Monophosphorsiureester der Pyrimidinnucleotide aus 
Thymusnucleinsiiure sind in vorliegender Arbeit erstmals in reinem, 
krystallisiertem Zustand erhalten worden. Thannhauser und 
Ovrvcenstein?) haben beide Substanzen durch Pikrinsiurehydro- 
lyse dargestellt und als krystallisierte Brucinsalze beschrieben. 
Nach unsern heutigen Erfahrungen sind die Brucinsalze nicht 
geeiguet, die Identitit eines Ribodesosenucleotids mit Sicherheit 
nachzuweisen. Levene und Mandel’) haben bereits 1908 iiber 
die Isolierung von Thymosinmonophosphorsiure als amorphes 
Bariumsalz berichtet. Levene‘) konnte jedoch. spiiter diesen Be- 
fund nicht mehr reproduzieren. 


Thannhauser und Ottenstein (a.a, 0.) und Levene (a. a. O.) 
haben bei der chemischen Hydrolyse der Ribodesose-Nucleinsiure 
in der Haujitsache Pyrimidinnucleosid-Diphosphorsiureester ge- 
funden, und zwar als krystallisierte Brucinsalze oder als amorphe 
Bariumsalze (Levene). Wir haben unsere Fermenthydrolysate sorg- 
faltig nach derartigen Substanzen abgesucht, al'er nie eine Spur 
eines solchen Kérpers fassen kénnen. Kine Disku'sion dieser wider- 
sprechenden Befunde erfolgt in der XXXVI. Mitteilung. 
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Ebensowenig wie Diphosphorsiiureester konnte Ribodesose. 
Inosinsiiure gefunden werden. Die Ergebnisse der enzymatischey 
Versuche in der XXXIV. Mitteilung sind also durch die pripara. 
tive Aufarbeitung des Nucleotidgemischs bestitigt worden. Die 
Desaminierung des Adeninkerns beim enzymatischen Nucleinsiiure. 
abbau erfolgt nicht auf der Stufe der Nucleotide, sondern de; 
Nucleoside. Es gibt bis jetzt keinen Anhaltspunkt dafiir, daB das 
Arsenat, welches in der Reaktionsmischung bei der Depolymeri. 
sierung der Thymusnucleinsiure in einer Konzentration yon 
2x 10° Mol pro Liter zugegen ist, irgendeinen hemmenden Effekt 
auf die Desaminase ausiibt. Ribodesose-Adenylsiure verhiilt 
sich gegeniiber Desaminase ebenso resistent wie Hefeadenyl. 
siure. Beide Nucleotide unterscheiden sich dadurch von der 
Muskeladenylsiiure®). Auf Grund der Desaminasespezifitiit mut 
man annehmen, daB die Stellung der Phosphorsiure in der Ribo- 
desose-Adenylsiure wie bei der Hefeadenylsiiure in 3-Stellung® 
und nicht wie bei der Muskeladenylsiiure in 5-Stellung steht. 

Mit der Isolierung der beiden Pyrimidinnucleotide ist es uns 
gelungen, alle vier theoretisch zu erwartenden Nucleotide aus der 
Thymusnucleinsiure in reinem, krystallisiertem Zustande erstmals 
darzustellen und zu charakterisieren*). Die Trennung und Iso- 
lierung der Ribodesose-Nucleotide aus einem nach der Vorschritt 
der XXXI. Mitteilung gewonnenen Hydrolysat laBt sich kurz be- 
schreiben wie folgt: Das iiber die Bleisalze gereinigte Nucleotid- 
gemisch wird durch EingieBen der konz. wiBrigen Lisung in 
absoluten Alkohol zerlegt. In den Niederschlag gehen unveriinderte 
Thymusnucleinsiure und Ribodesose-Guanylsiure. In Lésung 
bleiben die tibrigen drei Nucleotide. Ribodesose-Guanylsiure kann 
als einheitliches Brucinsalz isoliert und daraus als krystallisiertes 
Erdalkalisalz erhalten werden. Die im Alkohol gelésten Nucleo- 
tide werden zur Vorreinigung ebenfalls in Brucinsalz tbergefilirt. 
Sie werden umkrystallisiert bis ihre Lisung farblos bleibt. Ribo- 
desose-Adenylsiure laBt sich aus den zuerst krystallisierenden 
Anteilen leicht rein darstellen durch Umwandlung in das Calcium- 
salz. Die Brucinsalze der Pyrimidinnucleotide kommen erst nach 
starkem EKinengen und lingerem Stehen heraus. Nach Reinigung 
iiber Brucinsalz und Bariumsalz werden die Sduren in Freiheit 
gesetzt und durch Alkoholzusatz getrennt. Aus 50-80°/, igem Alkohol 


*) Das Krystallbild dieser Substanzen ist aus den beigegebenen Tafeln 
ersichtlich. 
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fillt Ribodesose-Cytidylsiure in krystallisierter Form aus. Die 
in Lésung bleibende Thymosinphosphorsiure wird am einfachsten 
durch Darstellung des Bariumsalzes in krystallisierten Zustand 
iibergefiihrt. | 


Experimenteller Teil. 


Aufteilung des Brucinsalzgemisches der alkoholloslichen Frak- 
tion. Die vereinigten Filtrate des Adenylsiurebrucinsalzes wurden in 
mehreren Etappen eingeengt. Die dabei austallenden Niederschliige wurden 
so oft aus 70—80° heiBem Wasser umkrystallisiert, bis ihre Lésung farblos 
blieb. Sie bildeten zusammen die Fraktion A. Die Krystallform wechselte 
ziemlich stark mit den jeweiligen Arbeitsbedingungen. Der Stickstoffgehalt 
der verschiedenen Krystallisate lag zwischen 8,5 und 10°/, N. 


Die braun gefirbten Filtrate der Fraktion A wurden auf ein kleines 
Volumen eingeengt und im Eisschrank mehrere Wochen stehen gelassen. 
Im Verlaufe dieser Zeit schied ein Niederschlag aus, der nach Abfiltrieren 
und weiterem Einengen der Lésung noch betriichtlich vermehrt werden 
konnte. Wir bezeichneten ihn mit Fraktion B. Beim Umkrystallisieren aus 
Wasser zeigte die B-Fraktion eine gegeniiber A erhéhte Léslichkeit. Sie 
krystallisierte immer in einzeln liegenden Staébchen und unterschied sich 
dadurch deutlich von den Formen der A-Fraktion, wo die Krystalle (Stib- 
chen und Nadeln) meist zu gréBeren Aggregaten zusammengelagert waren. 
Der anfangs sehr niedrige N-Gehalt stieg beim Umkrystallisieren auf 9 bis 
10°/, an. 

Die Mutterlaugen der Fraktion B wurden gesammelt und eingedampft. 
Es hinterblieb ein tief brauner Sirup, aus dem auch nach monatelangem 
Stehen in der Kilte nichts mehr krystallisierte. Er wurde daher in ziem- 
lich viel Wasser gelést und mit Tonerdesuspension geschiittelt. Die Ton- 
erde nahm einen groBen Teil der gefiirbten Substanzen mit. Nach dem 
Kinengen der Restlésung blieb der Riickstand wieder lange Zeit im Eis- 
schrank stehen. Allmihlich durchsetzte sich die Masse mit Krystallen, bis 
schlieBlich der ganze Kolbeninhalt erstarrt war. Nach vorsichtigem Ver- 
diinnen mit Wasser in der Kiilte konnte ein groBer Teil der krystallisierten 
Substanz abgetrennt werden. Er lie sich durch mehrfaches Digerieren mit 
wenig kaltem Wasser beinahe farblos waschen. Die Operation wurde 6fters 
wiederholt. Die gesammelten Krystallisate sind mit Fraktion C bezeichnet 
worden. Nach 8 maligem Umkrystallisieren erhielten wir ein schénes, farb- 
loses Salz, dessen N-Gehalt 8,3°/, betrug. Es krystallisierte in diinnen Platten. 
Die Léslichkeit dieser Substanz in Wasser ist recht bedeutend. 


Untersuchung der Brucinsalzfraktion A. Die Substanzen der Frak- 
tion A lagen in mehreren Anteilen vor, die sich durch ihren N-Gehalt von- 
einander unterschieden. Sie wurden nach der Vorschrift der XXXIV. Mit- 
teilung, zunichst getrennt voneinander, in Ammoniumsalze und dann in 
Calciumsalze iibergefiihrt. Nach wiederholtem Umlésen aus Wasser bei ge- 
Wohnlicher Temperatur krystallisierte eine Substanz in charakteristischen, 
nicht ganz rechtwinkeligen Platten. Durch die Krystallform und mit Hilfe 
der N- und P-Analyse war die Identitét mit dem Ca-Salz der Ribodesose- 
Adenylsiiure nachgewiesen. 
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Die Substanzen der Fraktion A bestanden alle aus dem mehr oder 
minder verunreinigten Brucinsalz der Ribodesose-Adenylsiure. Lediglich 
die Teilfraktion mit dem niedrigsten Stickscoffgehalt (N = 8,5°/,) lieB eine 
andere Zusammensetzung erkennen. Das daraus dargestellte Calciumsal; 
war in Wasser in allen Verhiltnissen léslich. Dadurch war eine weitere 
Reinigung sehr erschwert. Deshalb wurde in das schwerer lésliche Barium. 
salz iibergeftihrt. Nach wiederholtem Auflésen in Wasser und _starkem 
Einengen der wiBrigen Lésung fiel die Substanz farblos aus, krystallisierte 
aber zuniichst nicht. Wir versuchten nun durch Darstellung der freien 
Siiure zu einem besseren Resultat zu kommen. Das in Wasser geliste 
Bariumsalz wurde mit basischem Bleiacetat in geringem UberschuB yer. 
setzt, das schwer ldésliche Bleisalz abgetrennt, ausgewaschen und mit Schwefel- 
wasserstoff behandelt. Das Filtrat vom PbS wurde im Vakuum eingeengt 
und nach Entfernung des H,S alkoholisch gemacht. Eindampfen uni 
Alkoholzusatz wurden abwechselnd solange fortgesetzt, bis die Liésung fast 
absolut alkoholisch war. Dabei fielen nur unbedeutende Mengen eine; 
schmutzig weifen, stark hygroskopischen Niederschlags aus, die jeweils 
abgetrennt wurden. Nach dem volligen Eindampfen der Lésung hinterblieb 
ein farbloses Ol. Es zeigte keine Tendenz zu krystallisieren. Es wurde 
wieder in Wasser gelést und mit Baryt gegen Lackmus neutralisiert. Beim 
Kinengen fiel die Substanz schén krystallisiert aus. Sie wurde aus wenig 
Wasser umkrystallisiert. Durch Analyse und fermentative Spaltung konnte 
sie mit dem sekundiren Bariumsalz der Thymosinphosphorsiure identifiziert 
werden. 

Das thymosinphosphorsaure Barium ist, besonders in nicht ganz reinem 
Zustande, leicht léslich in Wasser, neigt zur Bildung iibersiittigter Lésungen, 
krystallisiert in langen, diinnen Prismen (vgl. Tafel II, Fig. 4). Es sintert 
bei 225—230° unter Braunfiirbung und verkohlt weiter ohne zu schmelzen. 
Das Bariumsalz ist frei von Krystallwasser. Bei Zimmertemperatur im 
Vakuum iiber P,O, getrocknet. 


3,999 mg Subst.: 3,790 mg CO,, 1,187 mg H,O. — 3,219 mg Subst.: 
0,172 com N (22°, 724 mm, Dumas). — 5,600 mg Subst.: 0,350 mg N 
(Kjeldahl) und 0,375 mg P (Lieb). 


Sekundiires Bariumsalz der Thymosinphosphorsiure: 


C,,H,,0,N,PBa Ber. C 26,23 H 284 N 6,12  P 6,78 
Gef. ,, 25,85 ,, 3,18 ,, 6,25 ,, 6,70. 
(Dumas) ,, 5,89. 


Im 4 dm-Rohr bei 21° Drehung: — 0,07°. Konzentration 0,4°/, ig. 


— 0,07 
21 — iii Bip tn 4 ‘, 
lols’ = 370,004 . 


Die freie Thymosinphosphorsiiure ist in Wasser spielend léslich, lést 
sich auch in verdiinntem Alkohol. Aus konzentriert waBriger Lisung fillt 
sie durch Alkohol amorph. Durch langsames Eindunsten wurde sie in mikro- 
krystalliner Form erhalten, Die N- und P-Analysen der freien Siiure 
stimmten mit der Theorie ebensogut iiberein wie die des Bariumsalzes. Nach 
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Neutralisation mit Baryt gegen Lackmus wurde einheitliches krystallisiertes 
Bariumsalz erhalten. 


Enzymatische Dephosphorylierung der Thymosinphosphorsaure 
und Isolierung der Spaltprodukte. 0,3 ¢ reines Bariumsalz werden in 
40 cem H,O gelést. Dazu kommen 10 cem Ammoniak-Ammonacetatpuffer, 
imolar von py = 8,9, ferner 2 ccm Magnesiumacetat lmolar und 10 ccm 
einer nach der Vorschrift der XXVI. Mitteilung gewonnenen Phosphatase- 
lisung. Die Mischung bleibt 3 Stunden bei 37° stehen. Weiter wird wie 
in XXXIV. beschrieben aufgearbeitet. Das Filtrat vom MgNH,PO,-Nieder- 
schlag ist phosphorfrei. Die schlieBlich erhaltene alkoholische Lésung der 
die Orcinprobe gebenden Substanz wird zur Trockne verdampft und mit 
Wasser aufgenommen. Beim Einengen krystallisiert die Substanz in schénen, 
einheitlichen Prismen. Sie wird 2mal aus wenig Wasser umkrystallisiert. 


Schmelzp. 186°. 
9,316 mg bei Zimmertemperatur iiber P,O, getrocknet nach Kjeldahl 
1,09 mg N. 
Thymosin, C,.H,,N,0; Ber. 11,56 Gef. 11,70. 


Durch Krystallform und N-Analyse ist nachgewiesen, daB das phos- 
phorfreie Spaltprodukt identisch ist mit Thymosin. Also ist das neue 


Nucleotid Thymosinphosphorsiure. 


Untersuchung der Filtrate des Ribodesose-adenylsauren Calciums. 
Das Trockengewicht der gesammelten Filtrate betrug noch iiber 5g. Sie 
wurden untersucht auf Ribodesose-Inosinsiiure sowie auf Diphosphorsiure- 
ester. Durch weiteres Einengen und Umfiillen konnten zuniicht noch kleine 
Portionen des Ribodesose-adenylsauren Calciums erhalten werden. Die 
Filtrate waren braun gefiirbt und ziemlich leicht léslich. Sie wurden durch 
fraktionierte Fallung und an Hand von Analysen weiter gereinigt. Nach 
sorgfiltigem Durcharbeiten konnte lediglich eine mikrokrystalline Substanz 
erhalten werden. Sie hatte einen Phosphorgehalt von 7,45°/,. Eine Probe 
davon wurde mit Phosphatase gespalten. Zur Vermeidung der Desaminase- 
wirkung wurde nach XXXIII.’) Silbersalz zugesetzt. Nach der Aufarbeitung 
hinterblieb eine Substanz, die Orcinreaktion gab, frei von Phosphor war und 
mit Pikrinsiure momentan ausfiel. Unter dem Mikroskop zeigten sich die 
fiir das Pikrat des Adenin-desoxyribosids charakteristischen sternfoérmigen 
Krystillchen. Es handelte sich also bei der mikrokrystallinen Substanz um 
unreine Ribodesose-Adenylsiiure. Neue Substanzen waren demnach nicht 
vorhanden. 


Untersuchung der Brucinsalzfraktion B. Die Brucinsalze wurden 
wie bei der A-Fraktion tiber die Ammoniumsalze in Bariumsalze itibergefiihrt. 
Das Bariumsalz dieser Fraktion ist ziemlich leicht léslich, schwerer jedoch 
als das thymosinphosphorsaure Barium. Es lie8 sich durch wiederholtes 
Umfiillen reinigen, so da seine eingeengte, wiibrige Lésung farblos war. 
Weitere Krystallisierversuche wurden nicht unternommen. Die Substanz 
wurde sofort in das Bleisalz verwandelt und durch H,S in Freiheit gesetzt. 
Die von PbS abfiltrierte Lésung war kongosauer. Sie wurde erst zur Hilfte, 
dann mit dem gleichen Volumen Alkohol nochmals auf die Hiilfte eingeengt. 
Beim erneuten Alkoholzusatz trat eine Triibung auf, die sich nach wenigen 
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Minuten in ein seidig glinzendes Krystallisat umwandelte. Die Substanz 
wurde in wenig H,O aufgelést und noch einmal durch Alkoholzusatz aus. 
gefallt. Auf Grund der Analysen und der Eigenschaften ihrer Spaltprodukte 
wurde sie erkannt als Ribodesose-Cytidylsiiure. 

Diese ist sehr leicht léslich in Wasser, schwer in Alkohol. Aus der 
wiBrigen Lésung fallt sie durch Alkoholzusatz in Form von langen, ge- 
streckten Plittchen mit ziemlich unregelmiBigen Konturen. Wenn man die 
wiBrige Liésung in der Krystallisierschale eindampfen 1iBt, krystallisiert 
Ribodesose-Cytidylsiure viel schéner in sehr langen, diinnen Prismen, die 
ficherartig von einem Zentrum ausstrahlen (Taf. II, Fig. 8). 

Im Capillarrohr Schmelzp. 183—-187° unter Zersetzung und Braunfirbung, 
Hygroskopisch, kein Krystallwasser, getr. bei Zimmertemperatur iiber P,0 


3,770 mg Subst.: 4,783 mg CO,, 1,621 mg H,O. — 8,651 mg Subst: 
0,435 com N, (20°, 743 mm, Dumas). — 6,858 mg Subst.: 0,92 mg N (Kjel- 
dahl) und 0,687 mg P (Lieb). Ribodesose-Cytidylsiure: 

C,H,,0,N,P Ber. C 35,1 H 4,5 N 13,7 P 10,1 
Gef. ,, 34,6 ,, 4,81 ,, 18,57 ,, 10,06. 


Die schlechten C—H-Werte sind wie bei den friiher beschriebenen 
Nucleotiden auf die Schwerverbrennlichkeit der Substanzen zuriickzufiihren. 


47,2 mg Subst. verbrauchen 3,06 ccm 0,1n-NaOH. Ber. 38,07 cem 
(Phenolphthalein). 

Im 4 dm-Rohr zeigt die Substanz bei 21° eine Drehung von + 0,28". 
Die Konzentration 0,2°/, ig. 


[alii = al 


Spezifische Drehung des sekundiiren Bariumsalzes der Ribodesose- 
Cytidylsaure. 


Enzymatische Dephosphorylierung der Ribodesose-Cytidylsaure. 
30 mg Substanz werden in H,O gelést und mit verdiinntem Ammoniak ver 
setzt bis zur beginnenden Rétung von Phenolphthalein. Dazu kommen 3 ecm 
0,1 m-Magnesiumacetat, 2 cem Ammoniak—-Ammoniumacetatpuffer, 1-molar 
vom py = 8,9 und 1 ecm Phosphataselésung. Gesamtvolumen 16 cem. Die 
Mischung bleibt 3 Stunden bei 37° stehen. Enteiwei8ung und Phosphatfiillung 
nach der Vorschrift in XXXIV. Das Filtrat enthilt keiner Phosphor mehr. 
Nach Entfernung der Ammonsalze fillt wiBrige Pikrinsiiure iiber Nacht 
einen krystallisierten Niederschlag aus, der 2mal umkrystallisiert wird: 
makroskopische Prismen. Sintert bei 190° ohne zu schmelzen. 


5,254 mg Subst. ergeben 0,854 cem N, (21°, 745 mm). Cytosin-desoxy- 
ribosid-Pikrat. 
C,;H,gN.0;, Ber. N 18,42 Gef. N 18,24. 


Durch die Isolierung des Pikrats des Cytosin-desoxyribosids ist das 
Vorliegen von Ribodesose-Cytidylsiure bewiesen. 
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Untersuchung der Brucinsalzfraktion C. Die Aufarbeitung dieser 
Fraktion ergab, daB sie aus einem Gemisch von Thymosinphosphorsiure 
ynd Ribodesose—Cytidylsiiure besteht. Die Trennung beider Substanzen ge- 
schah auf der Stufe der freien Siiure. Die Brucinsalze wurden wieder iiber 
die Bariumsalze gereinigt. Daraus wurden die Nucleotide iiber das Bleisalz 
in das Gemisch der freien Siiuren verwandelt. Ribodesose—Cytidylsiiure 
fillt zam iiberwiegenden Teil aus 70°/,igem Alkohol aus. Thymosinphos- 
phorsiure bleibt in Lésung und wird als Bariumsalz krystallisiert erhalten. 

Die Filtrate der Erdalkalisalze der Nucleotide aus den Brucinfraktionen B 
uid C ergaben ebenso wie die Filtrate der A-Fraktion die Abwesenheit 
sowohl yon Ribodesose-Inosinsiiure wie von Diphosphorsiiureestern. 


Die Arbeit wurde zum Teil aus Mitteln der Rockefeller Founda- 


' tion bestritten. 
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Fermentative Untersuchungen 
tiber den Aufbau des Polynucleotidmolekiils. 


Von 
W. Klein und A. Rossi. 





(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Dezember 1934.) 


Die Aufstellung einer befriedigenden Strukturformel fiir Poly- 
nucleotide erfordert in erster Linie die Kenntnis ihrer Bausteine, 
der Mononucleotide. Die Nucleotide der Hefenucleinsiure sind 
in ihrem allgemeinen Aufbau und in ihren wichtigsten Eigen- 
schaften seit den Arbeiten von Levene, Thannhauser und 
Jones bekannt. In der neuesten Zeit haben Levene und Mit- 
arbeiter*) in Amerika und Bredereck?) in Deutschland die Furan- 
ringstruktur der Ribose im Nucleotidmolekiil nachgewiesen und 
die Stellung der Phosphorsiiure am Kohlehydrat ermittelt. Aut 
Grund dieser Arbeiten sind die Ribose-Nucleotide durch eine 
exakte chemische Formel definiert. Demgegeniiber wuBte man 
von den Nucleotiden aus 'Thymusnucleinsiure bis vor kurzem noch 
sehr wenig. Ihre Darstellung in wohldefiniertem Zustand gelang 
zum ersten Male mit Hilfe der von Klein’) gefundenen Arsenat- 
hemmungsmethode. Durch Arsenat in geeigneter Konzentration 
kann die fermentative Hydrolyse auf der Stufe der einfachen 
Nucleotide festgehalten werden. Klein und Thannhauser‘) haben 
aus elnem einzigen Fermenthydrolysat die vier praformierten 
Nucleotide in reiner, krystallisierter Form isoliert. Sowohl die 
Purin- wie die Pyrimidinnucleotide sind ihrer Zusammensetzung 
nach Desoxypentosid-Monophosphorsiureester. Es besteht also 
eine weitgehende Analogie zu den gleichnamigen Ribosenucleo- 
tiden. Ihr entspricht eine groBe Ahnlichkeit in physikalischen. 
chemischen und biochemischen Eigenschaften. So besteht Paral- 
lelitit in Léslichkeit und optischer Drehung; so sind die Adenyl- 
siuren aus Ribose- wie aus Ribodesose-Nucleinsiure im Gegen- 
satz zur Muskeladenylsiure fermentatiy schwer desaminierbar 
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(vgl XXXV. Mitteilung). Die Parallelitit laBt sich auch erkennen 
in der relativen Bestindigkeit der Purinnucleotide gegen Alkalien 
und in der Unbestindigkeit gegen Siiuren. Nur ist in der Ribo- 
desosereihe die Siureempfindlichkeit besonders stark ausgepriigt. 

Noch ungelést ist die Frage, in welcher Art und in welcher 
Reihenfolge die Mononucleotide sich zum Polynucleotidkomplex 
yerbinden. Den bisher aufgestellten Konstitutionsformeln kommt 
in dieser Beziehung nur der Charakter eines vorliufigen Schemas 
mu. Unter den bekannten Formeln haben die Esterform (I) von 
Levene und die zuerst von Levene aufgestellte und spiiter von 
Thannhauser fiir Thymusnucleinsiiure postulierte Anhydrid- 
form (II) die meiste Beachtung gefunden. In der letzten Zeit hat 
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Takahashi®) fir die Hefenucleinsiiure eine neue Struktur. 
formel (III) angegeben. Sie unterscheidet sich von der Levene. 
schen Esterform derart, daB die beiden endstindigen Nucleotide 
sich unter H,O-Abspaltung miteinander verbinden. Dadurch ist 
RingschluB eingetreten und die nach Levene vorhandene OH. 
Gruppe in Wegfall gekommen. 

Die neuerdings zu Ende gefiihrte Darstellung der Ribodesose. 
nucleotide hat zu bestimmten Vorstellungen iiber den Mechanismus 
des enzymatischen Nucleinsiureabbaus gefiihrt. Dariiber ist ay 
anderer Stelle abgehandelt worden (XXXIV. Mitteilung a. a. 0.) 
Umgekehrt sind durch die Fortschritte in der Kenntnis der Teil. 
fermente neue Gesichtspunkte beziiglich der Verkniipfung der 
Nucleotide untereinander mafgebend geworden. Die Ergebnisse 
der vorliegenden Arbeit haben jene Vorstellungen bestitigt und 
erweitert. Die bisherigen Erfahrungen reichen noch nicht aus, fiir die 
Thymusnucleinsiiure eine Formulierung zu geben, die allen experi- 
mentellen Tatsachen gerecht wird. Aber sie haben es notwendig 
gemacht, die wichtigsten unter den bisher angegebenen Struktur- 
formeln einer kritischen Betrachtung zu unterziehen. 

Levene nimmt an, daB seine Esterform sowohl fiir Ribose- 
wie fiir Desoxyribose-Nucleinsiure giiltig sei. Er vertritt in seiner 
Monographie ,,Nucleic acids“ die Meinung, daB die Unterschiede 
im chemischen Verhalten beider Substanzen auf die verschiedene 
Natur ibrer Kohlehydrate zuriickzufiihren seien. Es waren schon 
friihzeitig wichtige Unterschiede bekannt, fiir die eine solche 
Klirung versagt. Hefenucleinsiure wird beispielsweise mit ver- 
diinnter Natronlauge bei Zimmertemperatur in Mononucleotide 
zerlegt, ‘l‘hymusnucleinsiure bleibt unter den gleichen Bedingungen 
unveriindert. Derartige Verschiedenheiten sind nur durch Annahme 
einer verschiedenen Bindungsart der Nucleotide zu erkliren. Zur 
nimlichen Schlubfolgerung fiihren die Unterschiede im enzyma- 
tischen Verhalten. Die weiter unten beschriebene Darmschleim- 
haut-phosphatase hydrolysiert Thymus- und Hefenucleinsiiure mit 
ungefahr gleicher Geschwindigkeit. Bei Verwendung eines Pri- 
parates, das nach Vorschrift der XXVI. Mitteilung aus Darm- 
schleimhaut dargestellt ist, steigt das Geschwindigkeitsverhiltnis 
zugunsten der Thymusnucleinsivrespaltung auf den 3 fachen Wert 
an. Ferner bestehen nach den Ergebnissen der XXXI. Mitteilung 
groBe Differenzen in der Arsenathemmbarkeit. Die Ahnlichkeit 
beider Nucleinsiuren beruht, wie einleitend begrindet 
ist, auf der weitgechenden Ubereinstimmung in der Art 
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der Zusammensetzung gleicher oder gleichartiger Bau- 
steine zu Nucleotiden; die wesentlichen Unterschiede auf 
der verschiedenartigen Verkniipfung der Nucleotide 
untereinander. 

Als experimentelle Stiitze fiir eine esterartige Bindung in der 
Thymusnucleinsiure galt die Entstehung von Diphosphorsaure- 
estern der Pyrimidinnucleoside bei Saurehydrolyse, deren Isolierung 
von Levene und Jakobs§) und von Thannhauser und Otten- 
stein") beschrieben worden ist. Levene und Jakobs haben diese 
Substanzen als amorphe Bariumsalze erhalten, Thannhauser und 
Ottenstein als krystallisierte Brucinsalze. Ein schwerwiegender 
Einwand gegen die Esterbindung besteht, wie im folgenden dar- 
gelegt werden soll, in der Art der fermentativen Depolymerisierung 
der Thymusnucleinsiure. Die Darstellung der Ribodesose-Nucleo- 
tide ist erméglicht durch die T'atsache, daB der Nucleinsiureabbau 
in der Darmschleimhaut durch zwei verschiedene Fermentindivi- 
duen bewirkt wird, die in ihrer Wirksamkeit in zeitlicher Ab- 
hingigkeit voneinander stehen (vgl. XXXIV. Mitteilung), die von- 
einander trennbar sind und die gegen chemische Agentien sich 
verschieden verhalten. Setzt man der Reaktionsmischung Arsenat 
zu, so besorgt das den intakten Polynucleotidkomplex angreifende 
Ferment, die Thymo-Nucleinase, ungehindert die Aufspaltung in 
Monophosphorsiiureester, wihrend das die entstandenen Nucleotide 
spaltende Ferment, die Phosphatase, vollstiindig ausgeschaltet wird. 
Durch priiparative Aufarbeitung ist bewiesen worden (XX XV. Mit- 
teilung), daB in den Hydrolysaten der Thymusnucleinsiure nicht 
die geringste Spur von Diphosphorsiureestern vorhanden ist. Nach 
der Leveneschen Formulierung mii8ten die Nucleotide gegen- 
seitig in der gleichen Weise, niimlich durch Esterbindung zwischen 
Phosphorsiure und Kohlehydrat, verkniipft sein, in der das ein- 
zelne Nucleotidmolekiil durch Vereinigung von Nucleosid und 
Phosphorsiure gebildet ist. Eine Verschiedenheit der zwei an das 
sleiche Kohlehydrat gebundenen Phosphorsiiurereste wiirde ledig- 
lich durch Zucrdnung zu verschiedenen C-Atomen bedingt sein. 
Wire diese Esterformel richtig, so miiBte auch die Thymo- 
Nucleinase eine Phosphatase sein. Dann bleibt aber ganz un- 
verstiindlich, warum die Thymo-Nucleinase eine gegeniiber der 
gewohnlichen Phosphatase so streng verschiedene Spezifitit be- 
sitzt, wie sie weiter oben aufgezeigt worden ist. Die Annahme 
einer derartigen Stellungsspezifitiit von Phosphoesterasen steht 
im Widerspruch mit allen bisherigen Erfahrungen iiber dieses 
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Ferment. Wir haben eine solche Spezifitat ausschlieBen kénney 
an einem Modellversuch, der den Kern der diskutierten Frage. 
stellung trifft. Muskel- und Hefeadenylsiure unterscheiden sich 
dadurch voneinander, da in ersterer die Phosphorsaure an 
5-C-Atom, in letzterer am 3-C-Atom steht. Die phosphatatische 
Spaltung beider Nucleotide verliuft mit etwa gleich groBer Ge- 
schwindigkeit. Sie wird durch Arsenat in beiden Fallen fast voll- 
stiindig aufgehoben. Die beiden Adenylsiiuren werden also durch 
die gleiche Phosphatase zerlegt. 


Die Existenz von Diphosphorsiureestern laBt sich mit der 
ausschlieBlichen Bildung von Monophosphorsiureestern bei der 
fermentativen Hydrolyse nur schwer in Einklang bringen. Die 
zahlreichen Analysen, die bei der Aufarbeitung der Ferment- 
hydrolysate an schén krystallisierten Brucinsalzen ausgefiilrt 
wurden haben gezeigt, daB die Zusammensetzung der Brucinsalze 
zu falschen SchluBfolgerungen Anlaf geben kann. Ein Beispiel 
ist in der XXXIV. Mitteilung veréffentlicht. Es ware wiinschens- 
wert, die Produkte der chemischen Hydrolyse der Thysmusnuclein- 
siiure einer neuen Priifung zu unterziehen, um gegebenenfalls dic 
freien Diphosphorsiureester, bzw. ein einfaches Salz derselben in 
reinem, krystallisiertem Zustande darzustellen. 


Thannhauser§’) hat auf Grund der neuen Erfahrungen fiir 
die Thymusnucleinsiure die Anhydridformel (II) vorgeschlagen. 
Gegen die Anhydridbindung wiirden, da die Existenz der Di- 
phosphorsiiureester noch nicht mit Sicherheit feststeht, vorliutig 
nur die Titrationskurven von Levene und Simms’) sprechen. 
Thymusnucleinsaéure ist aber sehr schwer rein darzustellen. Des- 
halb kann man den Titrationskurven keine ausschlaggebende Be- 
deutung beimessen. Nach den Untersuchungen von Lohmann") 
unterscheidet man eine von der Phosphoesterase verschiedene 
Pyrophosphatase. Die Pyrophosphatase darf bei Zutreffen der 
Anhydridform durch Arsenat nicht, oder nur sehr wenig hemmbar 
sein. Versuche in dieser Richtung sind bis jetzt noch nicht an- 
gestellt worden. Die Anordnung der Nucleotide im Nucleinsiiure- 
molekiil wird bei dieser Formulierung offen gelassen. Die Tatsache, 
da die Pyrimidinnucleotide gegen chemische Reagentien sehr viel 
stabiler sind als die Purinnucleotide, sagt nichts aus tiber die 
Bindungsfestigkeit der verschiedenen Nucleotide untereinander. 


Die neuerdings aufgestellte Konstitutionsformel von Takahashi! 
(a. a. O.) beruht auf enzymatischen Versuchen, die im Laboratorium 
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von Akamatsu ausgefiihrt worden sind. Am Beispiel des Mono- 
phenylphosphats 


OK OK 


war von Kurata, Uzawa und Takahashi!) die Aufspaltung 
der Leber- und Darmphosphatase in Monophosphoesterase, Di- 
phosphoesterase und Pyrophosphatase beschrieben worden. Taka- 
hashi beniitzte derartig gereinigte Fermentlésungen zur Unter- 
suchung der Konstitution der Hefenucleinsiure. Er fand, da reine 
Diesterase ebensowenig wie reine Monoesterase imstande sei, die 
Nucleinsiiure zu dephosphorylieren. Erst durch Kombination beider 
Fermente, und zwar so, daB zuerst die Diesterase und dann die 
Monoesterase isoliert einwirkten, konnte Phosphorsiure in Freiheit 
gesetzt werden. Daraus schlo8 Takahashi, dab in der Hefe- 
nucleinsiure kein Phosphorsiurerest mit zwei freien OH-Gruppen 
vorhanden sei, denn dieser miiBte durch Monoesterase allein ab- 
gespalten werden. Erst die vorherige Einwirkung der Diesterase 
bildet die Mononucleotide, die Substrate der Monoesterase. 

Kine solche Folgerung ist einleuchtend und berechtigt, vor- 
ausgesetzt daB die Versuchsdaten zutreffend sind. Die Ergebnisse 
bei der Trennung der Phosphatasen sind nach Uzawa und Kurata 
von bemerkenswerter Klarheit und Vollstindigkeit, dabei einfach 
in der Ausfiihrung. Da es auf der Hand liegt, dai Diesterase 
bei Hefenucleinsiiure die gleiche Rolle spielt wie Thymo-Nucleinase 
bei Thymusnucleinsiure, und da die Kenntnis der Spezifitit der 
Phosphatasen fiir die Aufklarung der Konstitution der Thymus- 
nucleinséure von gro8er Wichtigkeit ist, haben wir es unternommen, 
jene Versuche nachzupriifen. 

Leider konnten wir die Angaben der japanischen Autoren 
nicht reproduzieren. Trotz genauen Einhaltens der gegebenen 
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Vorschriften ist es uns nie gelungen, diesterasefreie Monoesterase 
herzustellen. Das Verhiltnis der Spaltungsgeschwindigkeit fiir 
Mono- und Diphenylphosphat war innerhalb der Versuchsfehley 
unabhingig von der Herkunft und vom Reinheitsgrad des Ferment. 
priparates. Kbenso wenig lieB sich die Mitteilung iiber die Existen, 
einer reinen Diphosphoesterase bestiitigen. Wir haben das Gift 
von ,,Habu“ (trimeresurus flavoviridis) auf seine Wirksamkeit unter. 
suchen kénnen*). Es ergab sich, da ,,Habu“ allein beide Phenyl. 
ester und besonders Hefenucleinsiiure mit betriichtlicher Ge. 
schwindigkeit dephosphoryliert. Die von Takahashi aufgestellte 
Ringstruktur kénnen wir daher nicht als experimentell begriindet 
ansehen. 

Abgesehen von dieser Nichtbestiitigung hat es sich gezeigt, 
da sich die Spaltungsverhiltnisse von den unphysiologischen 
Phenylestern nicht ohne weiteres auf die Nucleinsiure tibertragen 
lassen. Die Arsenathemmbarkeit, die ein wichtiges Hilfsmittel bei 
der Untersuchung der Phosphatasespezifitiit geworden ist, ist in 
Falle der Phenylesterspaltung gering und wahrscheinlich uw. 
spezifisch. Die Hydrolysierbarkeit der natiirlich vorkommenden 
Phosphorsiiureester ist in allen untersuchten Fallen nach Arsenat- 
zusatz fast ganz aufgehoben. 

Die Kenntnis der depolymerisierenden Fermente ist fiir «lie 
Aufklarung der Nucleinsiiurestruktur von besonderer Wichtigkeit. 
Nur diese greifen am intakten Nucleinsiiuremolekiil an. Das 
nichste Ziel ist daher die Auffindung einer einfacheren Be- 
stimmungsmethode fiir die Thymo-Nucleinase. 


Experimenteller Teil. 


A) Versuche zur Isolierung der Phosphomonoesterase. — Ver- 
suchsanordnung. Substrate: Monophenylphosphorsaures Kalium wurde 
dargestelJt nach der Methode von Heymann und Koenigs?). Dipheny! 
phosphorsaures Natrium verdanken wir der Liebenswiirdigkeit der Firma 
Hoffmann - La Roche. 

Enzymlésungen: 400 g frische, gemahlene Schweinenieren werden nach 
Asakawa’) mit 3,6 Liter H,O versetzt und 2 Tage bei 37° autolysiert. 
Dann wird mit Essigsiure bis zur schwachen Rétung von Lackmus an- 
gesiiuert und nach Kurata (a. a. O.) weitere 4 Tage autolysiert. Ein Teil 
der neutralen, vom EiweiBniederschlag abzentrifugierten Restlisung wird 
bis zur Phosphorfreiheit dialysiert und, nach Einengen im Vakuum auf ', 





*) Wir danken auch an dieser Stelle Herrn Prof. Akamatsu fii 
seine groBe Freundlichkeit und die liebenswiirdige Uberlassung einer Probe 
des Schlangengiftes, ebenso der Firma Ch. Takeda & Co., LTD, Osaka fiir 
die kostenlose Uberlassung einer weiteren Probe. 
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des urspriinglichen Volumens, zu den Versuchen verwendet. Ein anderer 
Teil bleibt 7-—8 Monate unter Toluol im Eisschrank stehen und wird dann 
den gleichen Operationen unterworfen. Die Fermentlésungen aus Darm- 
schleimhaut und Niere (ebenfalls vom Schwein) sind in derselben Weise 
dargestellt. 

Die Adsorptionsbehandlung der Fermentlisungen geschieht nach 
Kurata wie folgt: Zur Isolierung der Phosphatase mit saurem Reaktions- 
optimum werden 50 ccm Fermentlésung mit 40 ccm Tonerdesuspension der 
Sorte C, und 10 cem 0,5 m-Essigsiure geschiittelt und 1 Stunde bei 37° ge- 
halten. "Es wird zentrifugiert, die Restlésung wird dialysiert und vom neu 
entstandenen Niederschlag abzentrifugiert. Die Operation wird wiederholt. 
Zur Isolierung der Phosphatase mit alkalischem Wirkungsoptimum werden 
30 ecm Fermentlésung mit 3 g MgCO, in wiSriger Aufschlemmung und 
3 ecm 0,5 m-Natriumacetatlésung (Ges.-Vol. 40 ccm) geschiittelt, 1 Stunde 
hei 37° gehalten und wie bei der sauren Adsorption weiter behandelt. Vor 
dem eigentlichen Versuch werden die Adsorptionsrestlésungen auf '/, ihres 
urspriinglichen Volumens eingeengt. Die Adsorptionsbehandlung ist fiir 
frisches und fiir gealtertes Enzym die gleiche. Adsorptionsrestlésungen 
wurden aus Leber-, Darmschleimhaut- und Nierenferment bereitet. 


Pufferlisungen: 1. 0,5 m-Essigsiiure-Acetatpuffer vom py = 4,0. 
2. 0,1 m-Glykokoll—Natronlauge nach Sérensen, Pa = 8,5. 
Versuchsansatz nach Takahashi: 3 cem Enzymlésung, 5 cem Sub- 
stratlisung, enthaltend 1,55 mg P in organischer Bindung, 5 cem Puffer, 
mit Wasser auf 16 cem Gesamtvolumen aufgefiillt. Versuchsdauer 24 Stunden. 
Temperatur 37°. Nach Hydrolyse werden 6 ccm 10°/, ige Trichloressigsiure 
einpipettiert. Vom klaren Filtrat wird ein aliquoter Teil zur P-Bestimmung 
nach Fiske-Subbarow verwendet. In vielen Fillen sind die kolorimetrischen 
Bestimmungen nachgepriift an Hand der gravimetrischen Methode von Lieb. 


Tabelle I. 


Mono- und Diphenylphosphatspaltung mit verschiedenen Fermentpriiparaten. 




















Spaltung 

Ver- rae 
. “Mono heny!l- Di shen 1- 
Nr. Enzympriiparat suchs- cheaiak | -phosphat 
ee ea Cemrerenningnees 
mg P| % | mg P| % 
J finch, voli. bm age 4,0 | 0,580 387 | 0,541 | 35 
2 . Tonerderestlsg. 4,0 | 0,264 | 17 | 0,242 | 16 
3 Leber 4 gealtert, roh. . . 4,0 0,640 41 0,604 | 39 
~ + Tonerderestlsg. 4,0 | 0,214 14 | 0,168 | 11 
5 » voh.. 85 | 1,207 | 78 | 1,176 | 76 
y “ Tonerderestlag. 8,5 | 0,130 8 | 0,098 | 6 
i f Stineh, roh. .. . | 85 | 1,169 | 76 | 1,068 | 69 
8 »  MgCO,-Restlsg. | 8,5 | 0,451 29 | 0,442 | 29 
’ | Darm- | gealtert, roh. . . 8,5 | 0,978 | 63 | 0,915 | 59 
10 |schleim-}  ,, | MgCO,- ‘Restle. 85 | 0,552 36 | 0,349 23 
11 | haut fee 10,0 | 0,209 | 14) — — 
12 ‘ » «ee « © | 40 | 0,888 | 22 | 0,290 | 19 
18 MgCO,-Restlsg. | 4,0 | 0,286 18 0,245 16 
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Aus der Tabelle geht hervor, da8 weder durch Alterung, noch dure} 
Adsorption, noch durch Kombination beider Methoden eine namhafte Ande. 
rung im Verhiltnis der Spaltung von Mono- und Diphenylphosphat erreicht 
worden ist. Zum Vergleich seien die Angaben von Takahashi kurz wieder. 
gegeben. Takahashi beschreibt ein Fermentpriparat aus Leber, das wie 
in unseren Versuchen nach Kurata durch Tonerdeadsorption gereinigt 
worden war. Es ist nur in saurem Medium (pq = 4,0) wirksam, spaltet in 
24 Stunden Monophenylphosphat zu 100°/,, Diphenylphosphat nur zu 5°), 
Das Darmschleimhautferment von Takahashi ist nur in alkalischem Medium 
wirksam, spaltet bei p; = 10,0 Monophenylphosphat zu 100°/,, Diphenyl- 
phosphat tiberhaupt nicht. Dieses Ferment ist lediglich durch Alterung 
eines Autolysats erhalten worden, eine Tonerdebehandlung wurde nicht 
durehgefiibrt. 

Von den von uns ausgefiihrten Versuchen sind nur die wesentlichsten 
in Tab. I wiedergegeben. Wir haben fiir die Adsorption verschiedene Ton. 
erdepriiparate verwendet und py und Tonerdemengen bei der Adsorption 
variiert. Bei den Versuchen selbst wurden Enzymmenge, p,;; und Zeit 
variiert. Das Verhiltnis der Spaltungsgeschwindigkeit von Mono- und 
Diphenylphosphat bleibt bei allen Operationen, abgesehen von unbedeutenden 
Schwankungen, konstant. Bei p;; = 10 wurden wegen starker Enzyn.- 
zerstirung nur geringe Ausschliige erhalten. Die gleichen Beobachtungen 
wie mit Leber und Darmschleimhaut machten wir auch mit Nierenenzyn. 
Unsere Ergebnisse stehen also in schroffem Gegensatz zu den Angaben der 
japanischen Autoren. 


B) Versuche mit dem Gift von ,, Habu“. Versuchsansatz nach Uzawa: 
10 ccm einer 0,01 m-Mono- (bzw. Di-)phenylphosphatlésung, 5 ccm 0,1 m-Gly- 
kokoll-NaOH-Puffer vom py = 8,5, 5 ccm 0,2°/, ige Giftlésung, mit Wasser 
auf 20cem aufgefiillt. Versuchsdauer 48 Stunden. Unterbrechung der Ferment: 
wirkung und P-Bestimmung wie oben. Phenolbestimmung nach Folin 
und Denis. 

Die Menge der angewandten Hefenucleinsiure ist, auf P berechnet, 
die gleiche wie bei den Phenylphosphorsiureestern. Die in der Tabelle an- 
gegebenen Werte beziehen sich auf die Abspaltung anorganischen Phosphats 


Tabelle IL. 


Spaltung von Phosphorsiiureestern durch Schlangengift. 


























Spaltung (Habupriip. 1)| Spaltung (Habuprip. 2 

Substrat cer ema RCT eat: aces — 
mg Ps mg P | 
Monophenylphosphat . . 0,267 17 0,388 {| 22 
Diphenylphosphat .. . 0,246 16 0,305 20 
Hefenucileinsiiure. .. . 0,648 42 0,798 52 


Die Kontrollversuche mit Giftlésung allein und mit Substratlosung 
allein zeigen keinen meBbaren Zuwachs des anorganischen Phosphats. Die 
Spaltbarkeit des Monophenylphosphats wird durch die Phenolbestimmung 
bestiitigt. 
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Die Lésung des Habugiftes enthilt nach Uzawa und nach Taka- 
hashi die Diphosphoesterase frei von Monoesterase. Sie darf also in keinem 
der untersuchten Fille anorganischen Phosphor in Freiheit setzen. Bei 
unseren Versuchen zeigt ,,Habu‘ allein eine starke Phosphatasewirkung. 
Wir finden keine zufriedenstellende Erklirung fiir die Gegensitzlichkeit 
zwischen unseren und den japanischen Befunden. 

C) Spezifitat der Darmphosphatase. Hydrolysenansatz wie bei den 

Versuchen der Tab. I. Die Menge des organisch gebundenen Phosphors 
vor Hydrolyse ist immer 1,55 mg. Bei den Versuchen mit Hefe- und 
Thymusnucleinsiure wird aus einem aliquoten Teil des Trichloressigsiéure- 
filtrates der anorganische Phosphor mit Magnesiamixtur ausgefillt. Der 
Niederschlag wird nach 12 Stunden abfiltriert und mit Trichloressigsdure 
gelést. Von der Loésung dient ein Teil zur P-Bestimmung. 
- _Hydrolysenansitze mit Arsenatzusatz: 3 ccm des fiir Versuch 9, Tab. I 
verwendeten Darmschleimhautferments, 5 ccm Substratlésung, 5 cem Glyko- 
koll-NaOH-Puffer, py; = 8,5, 2 ccm Natriumarsenat 0,04 molar und 1 ecm H,0. 
Unterbrechen der Reaktion mit Trichloressigsiiure wie oben. Zur Reduktion 
des Arsenats werden 8 ccm des Filtrats mit 8 ecm Sulfitlésung nach Pett") 
behandelt. AnschlieBend P-Bestimmung nach Fiske-Subbarow. Bei den 
Nucleinsiiureversuchen wird vor der Reduktion die Fiillung mit Magnesia- 
mixtur durchgefiihrt. Die Arsenatkonzentration in der Reaktionsmischung 
ist 5.107% molar, sie ist also 5mal so grof wie bei den Versuchen der 
XXXI. Mitteilung a. a. O. (Tab. ID). 


Tabelle III. 


Spaltungsgeschwindigkeit von Phosphorsiureestern 
und ihre Arsenathemmbarkeit. 


a) Ohne Arsenat. b) Arsenatkonzentration im Ansatz: 5-107* Mol/ Liter. 



































a) b) 

Substrat Zeit Spaitung Spaltung 

mg P | % | mgP | % 

Monophenylphosphat . . . 24 Std. 0,795 51 0,608 39 
Diphenylphosphat ... . 24 ,, 0,761 49 0,589 38 
Hefenucleinsiure. ... . - 0,676 44 0.087 6 
Thymusnucleinsiure .. . & « 0,611 39 0,053 3 
Glycerinophosphat . . . . 40 Min. 0,960 62 0,135 9 
Hefeadenylsiiure . . .. . 40 ,, 0,974 63 0,093 6 
Muskeladenylsiiure ... . 40 ,, 1,076 69 0,095 6 





Die oben beschriebene Darmphosphatase erlaubt auf Grund der ver- 
schiedenen Spaltungsgeschwindigkeiten eine scharfe Trennung ihrer Sub- 
strate in 8 Substanzgruppen, eine Trennung, die sich auch aus der chemischen 
Zusammensetzung herleiten liBt. Zur ersten Gruppe gehéren die einfachen, 
natiirlich vorkommenden Phosphorsiureester, sie werden mit groBer Ge- 
schwindigkeit dephosphoryliert. Die zweite Gruppe bilden die Polynucleotide. 
Ihre Spaltungsgeschwindigkeit ist von mittlerer GréBe. Sie ist wie in der 
XXXI. Mitteilung dieser Reihe gezeigt worden ist, im Falle der Thymus- 
nucleinsiure abhiingig von der Konzentration der Thymo-Nucleinase, denn 
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erst durch ihre Einwirkung werden die Substrate der Phosphatase, die 
Nucleotide gebildet. Bei der Hefenucleinsiure ist ein analoger Spaltungs. 
mechanismus noch nicht mit Sicherheit nachgewiesen worden. Trotzdem 
zweifeln wir nicht an der Existenz eines besonderen, die Hefenucleinsiiure 
depolymerisierenden Ferments. Dafiir spricht die Verschiebung im Ge. 
schwindigkeitsverhiiltnis der Spaltung von Hefenucleinsiiure und Glycerino. 
phosphat, wenn man Darmschleimhautferment auf verschiedene Weise priipa- 
riert. Der Vergleich der ,,Nucleophosphatase“’ der XXVI. Mitteilung') mit 
dem oben beschriebenen Ferment, oder mit der Phosphatase von Levene 
und Dillon”) zeigt anschaulich die vorhandenen Unterschiede. Die dritte 
Substanzgruppe umfaBt die unphysiologischen Phosphorsiureester. hve 
Spaltbarkeit ist sehr gering im Vergleich zu den natiirlich vorkommenden 
Substraten. Die Sonderstellung der hier gepriiften Phenylester wird heryor 
gehoben durch ihr Verhalten bei Arsenatzusatz. Wiihrend die Spaltung 
der physiologischen Substrate in der gegebenen Versuchsanordnung fast 
vollkommen gehemmt ist, ist die Hemmung bei Mono- und Dipheny!phosphat 
nur gering. Man kann diese Befunde noch nicht als Beweis dafiir gelten 
lassen, dai die Hydrolyse der Phenylester einer besonderen Phosphoesterase 
bedarf. Es ist aber in diesem Zusammenhang sehr bemerkenswert, dat 
Waldschmidt-Leitz und Kéhler'’) in der Niere eine Phosphatase ge- 
funden haben, die Monophenylphosphat rascher spaltet als Muskeladeny!- 
siiure. Fiir die Existenz einer Phosphomono- neben einer Phosphodiesterase 
im Sinne von Uzawa bieten auch die Arsenathemmungsversuche keine 
Stiitze. Die Frage nach der Einheitlichkeit der Phosphoesterase bedarf aber 
nach unseren Ergebnissen einer auf breitere Basis gestellten Neuunter- 
suchung *). 

Die Arbeit wurde zum Teil aus Mitteln der Rockefeller Foundation 
bestritten. 





*) Die phosphatatische Wirkung tierischer Organe in saurem Medium 
(py = 4,0), die von Kurata und von Takahashi (a. a. O.) beschrieben 
wurde, ist von uns bei Leber, Niere und Darmschleimhaut bestitigt worden. 
Obige Uberlegungen gelten nur fiir die Phosphatase mit alkalischem Reak- 
tionsoptimum. 
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Untersuchungen iiber die Lipoide der Saugetiere. IX. 


iiber die enzymatische Spaltbarkeit des Leber-Polydiaminophosphatids. 
Von 
Alessandro Rossi. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitit Freiburg i. Br. 
und dem wissenschaftlichen Privatlaboratorium Prof. Thannhauser.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Dezember 1934.) 


In der VI. Mitteilung haben Frinkel, Bielschowsky und 
Thannhauser!) aus der Siugetierleber ein neues Lipoid be- 
schrieben, das sich von den bisher bekannten in wesentlichen 
Punkten unterscheidet. Die Substanz enthilt Stickstoff und Phos- 
phor im Verhiiltnis 2:1. Das Molekulargewicht ist viel héher als 
einem einfachen Sphingomyelin entsprechen wiirde. Die Hydrolyse 
mit 10°/,iger alkoholischer Schwefelsiiure lieferte 3 Fettsiuren 
in iquimolekularer Menge, Lignocerinsiiure, Palmitinsiiure und 
Stearinsiure. Deshalb bezeichneten die Autoren den neuen Kérper 
als Polydiaminphosphatid. Sie stellen sich vor, da das Phos- 
phatid aus mehreren Sphingomyelinen zusammengesetzt ist und 
stellen eine vorliufige Strukturformel aut*). 

Zur Aufklirung der Konstitution ist es notwendig, nach 
Sicherstellung aller Kinzelbausteine auch héher molekulare Bruch- 
stiicke zu isolieren und zu identifizieren. Die chemische Hydrolyse 
des Phosphatids erscheint nicht schonend und nicht spezifisch genug 
ein solches Ziel verwirklichen zu kénnen. Man muB sich biologischer 
Methoden bedienen. Wir haben deshalb in Analogie zur Arbeit 
iiber das Polynucleotidmolekiil als aussichtsreichstes Mittel die 
enzymatische Hydrolyse gewihlt. Nach untenstehender Struktur- 
formel miissen am enzymatischen Abbau des Polydiaminophos- 
phatids 4 verschiedenartige Fermente beteiligt sein: 


*) Klenk erhebt [Diese Z. 221, 67 (1933)] z. T. berechtigte Einwiinde 
gegen diese Formulierung. Das prinzipielle unserer Feststellung, daB im 
Organismus nicht nur einfache Diaminophosphatide, d. h. Sphingomyeline, 
sondern auch héhere molekulare Komplexe, Polydiaminophosphatide, priifor- 
miert sind, ist durch die Isolierung und Krystallisation der in Diskussion 
stehenden Substanz von Frinkel, Bielschowsky u. Thannhauser 
erwiesen. Die vorldufige Formulierung soll nur als Arbeitshypothese fiir 
die in weiteren Arbeiten folgende Konstitutionsaufklirung dienen. 

g* 
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OH OH 
| f 
CH, - (CH,),.* CH=CH-CH—CH-CH,—O—P—O—C,H, 
| | | 
CH,-(CH,),,-CO-NH O  N=(CH,), 
OH O 
| - 
CH, : (CH,),.- CH=CH-CH—CH- CH,-0—-¥ 0-H, 
| 
CH, - (CH,),,-CO-NH O  N=(CH,, 
OH O 
| i 
CH, - (CH;),.*CH=CH-CH—CH- CH, —-0—P—0—C,H, 
| | | 
CH, ° (CHg)eg , CO 6 NH O N=(CH,), 
| 
OH 


1. Kin Ferment, das den Molekiilkomplex in einzelne Sphingo- 


myeline aufteilt. 

2. Eine Peptidase, wenn die Fettsiure, wie wir annehmen, 
mit der NH,-Gruppe verkettet ist, oder eine Esterase, wenn die 
Fettsiure mit einer OH-Gruppe des Sphingosins verestert: ist. 

3. Eine Phosphatase. 

4, Kine Cholinesterase. 


Die vorliegende Arbeit ist ein erster Versuch, das Polydiamino- 
phosphatid enzymatisch zu zerlegen. Sie beschrankt sich auf die 
Untersuchung der Einwirkung phosphatasehaltiger Extrakte. Das 
Ziel der Arbeit war die Gewinnung eines Fermentpriparates, 
welches das Phosphatid méglichst vollstindig dephosphoryliert. 
Das Ferment war in seinen Wirkungsbedingungen zu studieren 
und zu charakterisieren. 

Die Priifung einer Reihe verschiedenartig hergestellter Extrakte 
ergab, daB die Substanz enzymatisch angreifbar ist, jedoch schwerer 
als alle bisher bekannten Phosphorsiureester. Zur Kontrolle des 
Phosphatasegehaltes der einzelnen Organe wurde anfangs ihre 
Wirkung auf Glycerinophosphat untersucht. Phosphataselisungen 
verschiedener Herkunft oder verschiedener Darstellungsweise, die 
auf gleiche Aktivitat gegeniiber Glycerinophosphat eingestellt 
waren, zeigten gegen das Phosphatid ein ganz variables Verhalten. 
Ein gealterter Leberextrakt z. B., der Glycerinophosphat mit 
groBer Geschwindigkeit spaltete, war gegen das Phosphatid wir- 
kungslos. Kin nach Klein?) gewonnener Kochsalzextrakt aus 
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Milztrockenpulver spaltete zwar Glycerinophosphat mit geringerer 
Geschwindigkeit, vermochte jedoch Phosphatid in betrachtlichem 
MaBe zu dephosphorylieren. 

Im weiteren Verlaufe der Arbeit wurde als Vergleiclissubstrat 
das Lecithin herangezogen. Lecithin ist das einzige Phosphatid, 
das in seinem Verhalten gegen enzymatische Einwirkung bisher 
genauer bekannt ist. Entsprechend seiner substantiellen Verwandt- 
schaft zum Polydiaminophosphatid war eine gewisse Ahnlichkeit 
beider in der Fermentspaltbarkeit zu erwarten. Tatsiichlich 
existieren aber auch hier markante Unterschiede. Ein das Lecithin 
verhiltnismaBig schnell spaltendes Nierenferment liBt Polydiamino- 
phosphatid vollstandig intakt, wahrend ein aus Milz hergestelltes 
Ferment Polydiaminophosphatid zerlegt. 

Fiir die phosphatatische Aufspaltung des neuen Phosphatids 
haben sich die NaCl-Extrakte aus Milztrockenpulver am _ besten 
bewihrt. Nach Feststellung der optimalen Wirkungsbedingungen 
wurde die Einwirkung verschiedener Substanzen untersucht, in 
der Absicht, die vergleichsweise noch sehr geringe Aktivitit zu 
steigern. Dies gelang durch Zusatz von Magnesiumsalzen. In einer 
Konzentration von ungefihr 2,6 x 10-? Mol pro Liter erhdéht 
Mg-Ion die Spaltungsgeschwindigkeit auf etwa das Doppelte. 
Im Versuchsteil wird dargetan, daB Mg-Ion ein echter Aktivator 
ist. Kine wesentliche Erhéhung der Aktivitit brachte auch die 
Verwendung gallensaurer Salze. Sie beruht wahrscheinlich auf 
der feineren Verteilung des Substrats in Gegenwart dieser Sub- 
stanzen. Der giinstigste Effekt wurde durch die Kombination von 
Mg-lon mit Gallensiiure erzielt. Er ist héher als der Summen- 
wirkung der Komponenten entspricht. Wir finden eine Erklarung 
dafiir, wenn wir beriicksichtigen, daB Mg-Salze neben der akti- 
vierenden Wirkung auch einen die Wirksamkeit schidigenden 
Aussalzeffekt besitzen. Dieser wird durch die Anwesenheit der 
Gallensiure weitgehend ausgeschaltet. Es ist méglich, auf die 
angegebene Weise die Phosphorsiureabspaltung auf iiber 90°/, 
zu treiben. 

Die Wirksamkeit der hier beschriebenen Polydiaminophos- 
phatase wird durch Zusatz von Phosphat oder Arsenat vollstindig 
gehemmt. Der Vergleich mit der gewdhnlichen Phosphatase fiihrt 
zu wichtigen Folgerungen. Neben groBen Unterschieden, wie sie 
aus der Betrachtung von Tab. I und II hervorgehen, bestehen 
groBe Ahnlichkeiten im Verhalten zu den fiir einfache Phos- 
phatase charakteristischen Aktivierungs- und Hemmungskérpern. 
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Dieser Befund spricht nicht dafiir, daB die Polydiaminophos. 
phatase ein einheitliches spezifisches Ferment darstellt. Wir kinney 
die Verhiltnisse vergleichen mit dem am Nucleinsiureabbau be. 
teiligten Fermentsystem. Am Beispiel der Thymusnucleins‘jure 
hat Klein’) gezeigt, daB das Polynucleotidmolekiil zuerst durch 
ein depolymerisierendes Ferment, die hymonucleinase, in einfache 
Nucleotide zerlegt werden mu8, bevor die gewdhnliche Phos. 
phatase angreifen kann. Die Annahme, da auch an der Dephos. 
phorylierung des Phosphatids zwei verschiedene Fermente beteilict 
sind, erklirt am besten die experimentellen Ergebnisse. . 

Kine Reinigung der Polydiaminophosphatase ist in der yor- 
liegenden Arbeit nicht versucht worden. Es ist notwendig, vorher 
die entstandenen Spaltprodukte aus einem gréBeren Versuchs- 
ansatz zu isolieren und zu identifizieren. Der Erfolg der be- 
gonnenen priaparativen Aufarbeitung ist maSgebend fiir die Rich. 
tung, in der weitere fermentative Untersuchungen stattzufinden 
haben. 


Experimenteller Teil. 


I. Versuchsmethodik. Substrate: Als Substrate kommen zur Ver- 
wendung glycerinophosphorsaures Natrium, Pflanzenlecithin (Promonta) und 
das von Frinkel, Bielschowsky und Thannhauser (a. a. 0.) be 
schriebene Polydiaminophosphatid. Glycerinophosphorsaures Natrium wurde 
als 5°/,ige wiBrige Lésung verwendet. 

Zur Herstellung einer wiB8rigen Emulsion von Lecithin wurde mit 
Vorteil die Methode von Escher*) beniitzt, nach der das Lecithin in ver- 
diinnter NaCl-Lésung emulgiert wird. Zu diesem Zwecke wurden 25 ¢ 
Lecithin mit 100 cem einer physiologischen NaCl-Lésung (0,85°/,) 1 bis 
2 Stunden geschiittelt. Man erhilt so eine gleichmiBige und _filtrierbare 
Emulsion, die lange Zeit haltbar ist. Fiir die fermentative Spaltung von 
Lecithin ist diese Emulgierungsmethode ein groBer Vorteil. Die bisherigen 
Autoren stellten ibre Emulsionen mit Hilfe von Alkoholzusatz bzw. unter 
Verwendung von Boratpuffer her. Beide Stoffe hemmen die Fermentwirkung. 
Von einem aliquoten Teil der Emulsion wurde nach vorausgegangener Ver- 
aschung mit H,SO, der Phosphorgehalt nach Lieb bestimmt. 

Das Polydiaminophosphatid wurde in 0,2°/,iger wiBriger Emulsion 
der Reaktionsmischung zugesetzt. Der organisch gebundene Phosphor wurde 
jedesmal wie oben bestimmt. Gewinnung der Enzymlésung: Als Ausgangs- 
material benutzten wir die Organe verschiedener Tiere (Kalb, Schwein usw.). 
Sie wurden nach der Methode von Klein (a. a. O.) bald nach dem Tod 
der Tiere ausgefroren und in Trockenpulver verwandelt. Aus dem so ge: 
wonnenen Organpulver ldBt sich das Ferment auf verschiedene Weise 
extrahieren. 

Beispiel: 3g Trockenpulver werden mit 100 cem 0,85°/, iger NaCl: 
Lésung versetzt und 6—8 Stunden geschiittelt. Nach dieser Zeit wird die 
Suspension zentrifugiert und die Restlésung in Kollodiumsiicken gegeD 
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flieBendes Wasser dialysiert, bis der anorganische Phosphor praktisch aus 
der Fliissigkeit verschwunden ist. Im allgemeinen geniigen 2 Tage. Nach 
der Dialyse wird die Lésung noch einmal zentrifugiert und im Eisschrank 
unter Toluol aufbewahrt. Zum Vergleich werden auch Extrakte aus frischen 
Organen hergestellt. 

~ 1, 500 g Schweineleber werden gemahlen und mit 500 ccm H,O bei 
37° 3 Tage dialysiert. Die nach Zentrifugieren erhaltene Lésung wird gegen 
flieBendes Wasser dialysiert und noch einmal zentrifugiert. 

2. Darmschleimhaut von Kilbern wird mit Glycerin im Verhiiltnis 1:5 
extrahiert. Nach Wegdialysieren des Glycerins und der Phosphorsiure 
wurde die wiBrige Lésung auf ihr urspriingliches Volumen eingeengt. 

Puffer: In den meisten Fillen wurde der Michaelis®‘)- Puffer 
(Veronal-Natrium) verwendet. Bei den Versuchen mit Lecithin kamen auch 
Glykokoll NaOH- Puffer nach Sérensen zur Anwendung. Das py wurde colori- 
metrisch kontrolliert, es veriinderte sich wiihrend des Versuchs nicht wesentlich. 

Versuchsansitze: a) Ansatz fiir die Glycerinophosphatlésung: Sub- 
strat 1 cem, Veronalpufferlésung py = 8,9 2 cem, Enzymlésung 2 ccm, Wasser 
teem. Gesamtvolumen 6 ccm. Eine 100°/,ige Spaltung entspricht 0,71 mg 
Phosphor. 

b) Ansatz fiir die Lecithinspaltung: Substrat 1 cem, Glykokollpuffer- 
lisung py = 7,6 2 cem, Enzymlésung 3 ecm, Wasser 2 ccm. Gesamtvolumen 
Seem. Eine 100°/, ige Spaltung entspricht 0,61 mg Phosphor. 

c) Ansatz fiir die Polydiaminophosphatidspaltung: Substrat 6 cem, 
Veronalpufferlésung pq = 7,9 3 cem, Enzymlésung 4 ccm. Gesamtvolumen 
i2cem. Eine 100°/,ige Spaltung entspricht 0,432 mg Phosphor. Die 
Hydrolyse wurde bei 37° durchgefihrt. 

Bestimmung der enzymatischen Spaltung: Zur Kontrolle der 
Fermentwirkung wird der Zuwachs an anorganischem Phosphor ermittelt. 
Die Hydrolyse wird durch Einpipettieren von 10°/, iger Trichloressigsiure 
unterbrochen. Aus einem Teil des eiweifSfreien Filtrates wird der Phosphor 
mit Hilfe der colorimetrischen Methode von Fiske und Subbarow, teil- 
weise auch nach der gravimetrischen Methode von Lieb bestimmt. Zur 
Reduktion von zugesetztem Arsenat wird ein Teil des Filtrates mit Sulfit 
und Schwefelsiure nach Pett) behandelt und anschlieBend der Phosphor 
colorimetrisch wie oben bestimmt. 

Kontrollversuche mit Substrat allein und mit Enzym allein laufen den 
Hauptversuchen parallel. Keines der angewandten Substrate zeigt unter 
den gegebenen Versuchsbedingungen einen Zuwachs des anorganischen 
Phosphors. Dagegen zeigen verschiedene Enzympriiparate eine geringe Eigen- 
spaltung. Sie wurden daher jedesmal mitbestimmt und von der Gesamt- 
spaltung abgezogen. Bei den in den Tabellen wiedergegebenen Phosphat- 
werten ist die Enzymeigenspaltung bereits abgerechnet. 


II. Vergleich der Spaltung von Glycerinophosphat 
und Polydiaminophosphatid durch verschiedene Fermentpraparate. 


Ferment: 1. Schweineleber, frisch, wie unter I beschrieben. 


2. Darmschleimhaut (Kalb) ,, ,, I a 
3. Trockenpulver a) Milz (Kalb), extrahiert mit H,O. 
D + ‘i ” » NH, (0,07 n). 
oe a 4 »» NaCl (0,85°/, ig). 
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Tabelle I. 


Versuchsdauer fiir Polydiaminophosphatid 48 Stunden, 
fiir Glycerinophosphat 2 Stunden. 





— 























Polydiaminophosphatid Glycerinophosphat 

Ferment - _ ee 
mg P "lo mg P °/o 

1 0 | 0 0,490 | 69 

2 0,039 9 0,546 | 74 
3a 0,022 | 5 0,170 24 
3b 0,013 | 3 0,234 33 
3¢ 0,155 | 36 0,199 | 28 





Die Versuchsergebnisse veranschaulichen den groBen Unterschied in 
der Hydrolysierbarkeit des Glycerinophosphats und des Phosphatids. Wiihrend 
die Art der Fermentbereitung fiir die Glycerinophosphatspaltung von unter. 
geordneter Bedeutung ist, spielt sie bei der Spaltung des Phosphatids eine 
ausschlaggebende Rolle. Das beste von den untersuchten Extraktionsmitteln 
ist physiologische Kochsalzlésung. 


III. Spaltbarkeit von Glycerinophosphat, Lecithin und Polydiamino- 
phosphatid durch verschiedene Organe. 


Tabelle II. 


Versuchsdauer: Fiir Glycerinophosphatspaltung . . 90 Minuten 
Lecithinspaltung. . . ... . 15 Stunden 
Polydiaminophosphatidspaltung 96 __,, 


”? 

”? 

Fermentpriparat ist in jedem Falle Organtrockenpulver. Das Knochen. 

enzym wird nach Martland und Robison’) dargestellt. Trockengewicht: 
angegeben in Gramm fiir 100 ccm der dialysierten Enzymlésung. 









































- Lecithin- | Polydiamino- 
phosphat- ‘aaa phosphatid- 
Nr Organe spaltung pins —— spaltung | Trock- 
mi S (90 Min.) (15 Std.) (96 Std.) | Gew. 
mg P| “im? i % mg P | % 
1 Lunge, Kalb 0,149 | 21 | 0,195 | 32 | 0,173 | 40 | 0,50 
2 Leber, * 0,376 | 53 | 0,128 | 21 | 0,199 | 46 | 0,36 
3] Thymus, ,, 0,213 | 30 | 0,366 | 60 | 0,255 | 59 | 0,55 
4] Miiz, “ 0,128 | 18 | 0,275 | 45 | 0,307 | 71 | 0,60 
5 | Darmschl., _,, 0,497 | 70 | 0,323 | 53 | 0,080 | 7 | 0,50 
6 | Nieren, Schwein | 0,440 | 62 | 0,366 60 | 0,001 | O | 0,52 
7 | Knochen, Ziege 0,518 | 73 | 0,153 | 25 | 0,001 | O | 0,50 
5 Gehirn, Kalb 0,106 15 0,305 | 50 0,190 | 44 | 0,30 
9] Lymphdr., ,, 0,064 | 9 | 0,073 | 12 | 0,001 | 0 | 0,51 
10 | Pankreas, , ‘| — — | 0,134 | 22 | 0,065 | 15 | 0,45 
11 Hoden, Stier 0,163 , 23 | 0,116 | 19 — |— - 
12 | Herzmuskel, Kalb | 0,064 9 | 0,061 10 | 0,001 | O | 0,385 
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Der Aktivititsvergleich der untersuchten Organe fiihrte zu dem iiber- 
raschenden Ergebnis, daB gerade die Organe, die als besonders phosphatase- 
reich bekannt sind, nimlich Niere, Knochen und Darmschleim- 
haut, das Phosphatid am wenigsten anzugreifen vermégen. Auffillig ist 
ferner die Tatsache, daB die genannten Organe Lecithin recht gut hydro- 
lysieren. Die reticulo-endothelreichen Organe Milz, Lunge, Leber und 
Thymus (mit Ausnahme der Lymphdriise), die im Durchschnitt eine mittlere 
Phosphataseaktivitét besitzen, sind in bezug auf das Phosphatid am besten 
wirksam. In allen folgenden Versuchen dient als Fermentlésung der NaCl- 
Extrakt aus Milztrockenpulver. 


IV. Abhangigkeit der Polydiaminophosphatidspaltung vom p,. 
Zur Ausarbeitung der optimalen Wirkungsbedingungen wurde die Abhingig- 
keit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration 
gepriift. Die Einstellung des py erfolgte in allen Fiillen mit Veronalpuffer, 
nur fiir py = 10,4 wurde Glykokoll-NaOH verwendet. Ein scharf aus- 
geprigtes py-Optimum der Fermentwirkung besteht nicht. Innerhalb des 
Bereiches von pH = 7,5—8,5 ist die Aktivitét von ungefihr gleicher GréBe. 
Beiderseits dieser pyy-Werte sinkt sie rasch ab. Die Priifung eines NaCl- 
Extraktes aus Thymustrockenpulver fiihrte zum gleichen Resultat. 


Tabelle If. 


Versuchsdauer 54 Stunden. 
































Pu mg P lo Pu mg P "lo 
6,1 0,039 9 8,9 0,164 38 
6,9 0,099 23 9,4 0,095 22 
7,9 0,190 44 10,4 0,007 1,5 


V. Aktivierbarkeit der Polydiaminophosphatidspaltung. In der 
Absicht, die Spaltungsgeschwindigkeit des Polydiaminophosphatids zu er- 
héhen, haben wir die Einwirkung verschiedener Stoffe untersucht. Seit 
Erdtmann®) ist bekannt, daB Magnesiumionen die dialysierte Phosphatase 
aktivieren. Dies trifft auch bei dem Polydiaminophosphatid zu. In der 
folgenden Tabelle ist die Abhingigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit des 
Phosphatids von der Magnesiumsalzkonzentration wiedergegeben. 


Tabelle IV. 


Versuchsdauer 46 Stunden. Magnesiumsalzkonzentration, 
angegeben in Mol pro Liter der Reaktionsmischung. 























MgSO,-Konz. mg P ¥. 
sine 0,147 34 

3,3 -10—% 0,233 54 
1,3- 10-2 0,246 57 
2,.6+10—2 0,251 58 
5,2+ 10-2 0,233 54 
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Das Magnesiumsalz iibt schon in kleinster Konzentration eine stark 
beschleunigende Wirkung auf die enzymatische Fiahigkeit aus. Durch fy. 
héhung der Magnesiumsalzkonzentration wird die Reaktionsgeschwindigkeit 
nicht mehr wesentlich gesteigert. 


Tabelle V. 


Zeitlicher Verlauf der Polydiaminophosphatidspaltung 
mit und ohne Magnesiumsalzzusatz. 


Magnesiumsalzkonzentration 2,6-10~? Mol pro Liter 
in der Reaktionsmischung. 











Zeit Ohne onc Mit Magnesium 
in Stunden meg “y 0) mg P | 0) 
6 0,039 9 0,073 17 
24 0,121 28 0,177 | 4] 
46 0,155 36 0,238 | 55 
60 0,194 45 0,315 | 73 
73 0,268 | 61 0,372 | 86 
96 0,307 71 0,393 91 








Aus der Tabelle geht hervor, dab es méglich ist, in Gegenwart von 
Magnesiumsalzen und bei lingerer Reaktionszeit das Polydiaminophosphatid 
fast quantitativ zu dephosphorylieren. Unter den Versuchsbedingungen der 
Tab. IV und V (pq = 7,9, Abwesenheit von NH,-Ion) bleibt das abgespaltenc 
Phosphat in Lésung. Die beschleunigende Wirkung des Magnesiums kann 
deshalb nicht auf die Beseitigung der hemmenden H,PO, zuriickgefiihrt 
werden. Die Phosphatasewirkung wird durch Zusatz von Mg-Salzen auf das 
Doppelte erhéht. Der zeitliche Ablauf der Reaktion erfihrt dadurch keine 
wesentliche Anderung. Aus den Versuchsergebnissen folgt, daB das Magnesium 
ein echter Aktivator der Polydiaminophosphatase ist. 


Die Léslichkeit des Polydiaminophosphatids in reinem Wasser ist geriug. 
Die gewoéhnlich bereitete 0,2°/,ige Loésung ist grob kolloidal und flockt 
nach lingerem Stehen gréBtenteils wieder aus. Wir haben daher das Lisungs- 
vermégen mehrerer Gallensiuresalze untersucht, die bekanntlich Neutral- 
fette und Lipoide in lésliche Additionsverbindungen iiberfiihren. Die Lés- 
lichkeit unseres Polydiaminophosphatids konnte auf diese Weise giinstig 
beeinfluBt werden. Besonders der Zusatz von desoxycholsaurem Natrium 
liefert eine fast klare Lésung und ermdglicht, je nach den Mengenverbiilt- 
nissen, die Herstellung konzentrierterer Lésungen als es bisher méglich war. 
In der Tab. VI sind die pro Versuchsansatz verwendeten Mengen der ver- 
schiedenen Gallensiiuren mit angefiihrt. Am besten wirkt desoxycholsaures 
Natrium; es geniigen 1,4 mg, um 20 mg Polydiaminophosphatid in 10 ccm 
Fliissigkeit klar aufzuldsen. 
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Tabelle VI. 


Spaltungsgeschwindigkeit des Polydiaminophosphatids 
unter Zusatz verschiedener Gallensiuren. 
Versuchsdauer 48 Stunden. Magnesiumsalzkonzentration 2,6-107? Mol 


pro Liter Reaktionsmischung. Gallensiurezusatz, angegeben in mg 
pro Versuchsansatz. 

















— mg P 0, Gallensiure 
mg 
—~ 0,151 35 we 
Mg-Salz.. . + ke wo 0,238 55 -- 
: Iykocholsaures Na... . 0,207 48 0,96 
o-Salz + glykocholsaures Na. . 0,337 78 0,96 
De soxycholsaures Na. . , 0,203 47 0,84 
Mg-Salz + desoxy cholsaures Na 0,341 79 0,84 
Dehydrocholsaures Na... . 0,199 46 1,44 
Mg-Salz + chydrocholsaures Na 0,269 62 1,44 
Cholsaures Na... oe 0,199 AG 1,32 
Mg-Salz + cholsaures Na.... 0,307 71 1,32 
Getrocknete Galle . . ea 0,199 46 1,44 
Mg-Salz + getrocknete Galle . . 0,307 71 1,44 


Unter den zugesetzten Gallensiiuren beschleunigen am meisten desoxy- 
cholsaures Natrium und glykocholsaures Natrium. Ihre Wirkung ist deut- 
licher ausgeprigt in Gegenwart als in Abwesenheit von Magnesiumsalzen. 
Die Ursachen dafiir sind in der Einleitung diskutiert. 


VI. Hemmung der enzymatischen Wirkung. Phosphate hemmen 
die gewéhnliche Phosphoesterase sehr stark. In gewissem Gegensatz dazu 
stehen die Angaben von King’), daB die Lecithinspaltung durch Phosphate 
nur wenig beeinfluBt wird. Unsere diesbeziiglichen Hemmungsversuche haben 
gezeigt, daB die Spaltung des Polydiaminophosphatids durch Phosphat fast 
vollstiindig unterbunden wird. Analog wirkt Arsenat. Cholinzusatz beeinfluBt 
die Polydiaminophosphatidspaltung nicht. 


Tabelle VIL. 


Versuchsdauer 48 Stunden. 


Phosphatkonzentration . . . 4,6-107~° Mol | 
Arsenatkonzentration. . . . 4,6-107° 
Cholinkonzentration ... . 4,6-107° 
(Cholinchlorhy drat) 


pro Liter 
{ der Reaktionsmischung 








Owe Zusatz Phosphat Arsenat Cholin 





mg Pp | a, mg P | %, mg Po o/ mg P °/, 


0134 | 81 0,006 | 1,4 0,002 4 0,117 | 27 
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Herrn Prof. Thannhauser danke ich fiir die Anregung zu dieser 
Arbeit und sein stetiges Interesse, Herrn Dr. Klein fiir seine wertvolley 
Ratschlige und Hilfe. 


Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Rockefeller Foundy. 
tion und der Otto Ziessenis-Stiftung ausgefiihrt. 
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Experimentelle Studien tiber den Nucleinstoffwechsel. XXX VII, 
Uber Nucleosidase. 


Von 


Willibald Klein. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. Br.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Dezember 1934.) 





Unter den am Nucleinsiureabbau beteiligten Fermenten ist 
die Nucleosidase, das die Purin- (bzw. Pyrimidin-) Kohlenhydrat- 
bindung lésende Ferment, besonderem Interesse begegnet. Sie 
wurde zum ersten Male von Levene und Medigreceanu!) be- 
schrieben und spiiter von Levene, Yamagawa und Weber?) 
und von Levene und Weber’) beziiglich der Kinetik, der opti- 
malen Wirkungsbedingungen, der Reinigung und der Verteilung 
im Organismus eingehend studiert. Uber die Spezifitit des Enzyms 
wurden nur unvollkommene Angaben gemacht. In der Folgezeit 
versuchten v. Euler und Brunius‘) anlaBlich des Co-Zymase- 
problems die Darstellung eines wohldefinierten Nucleosidase- 
priparates. Es gelang ihnen, die Aktivitit des urspriinglichen 
Extraktes auf das 10 fache anzureichern. Auf Grund verschiedener 
Hemmungsversuche wurden speziellere Anschauungen iiber den 
Mechanismus der Nucleosidasewirkung entwickelt, auf die noch 
elinzugehen sein wird. 

Die in den zitierten Arbeiten verwendeten Substrate sind 
ausschlieBlich Nucleoside aus Hefenucleinsiure. Als Testsubstrat 
diente Adenosin. Erst spater sind auch die Nucleoside aus Thymus- 
nucleinsiure bekannt geworden. Levene und London’) be- 
schrieben als erste das Guanin-, Hypoxanthin- und Thyminnucleosid. 
Levene, Mikeska und Mori) haben gefunden, daB das Kohlen- 
hydrat der Thymusnucleinsaure, die d-2-Desoxyribose ist. Fast 
gleichzeitig mit Levene und London (a. a. O.) isolierten Thann- 
hauser und Angermann’) ein Pyrimidinnucleosid in Form eines 
gelben Ols, aus dem sie kurze Zeit spiter®) krystallisiertes Thymosin 
darstellen konnten. Das Ol wurde von Deutsch und Laser?) 
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auf nucleosidatische Spaltbarkeit untersucht. Wegen der Unrein- 
heit der Substanz und aus spiiter zu erérternden Griinden yer. 


mochten diese Versuche nicht die tatsichlichen Verhiltnisse klay 


hervortreten zu lassen. 

Die rein krystallisierten Desoxyriboside sind durch die Dar- 
stellungsmethode von Bielschowsky und Klein”) leicht und jy 
verhiltnismaBig groBer Menge der Untersuchung zugiinglich ve- 
worden. Das enzymatische Verhalten dieser Substanzen war der 
urspriingliche Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Die erzielten 
Ergebnisse fiihrten weiterhin zu einer neuen Methodik sowohl in 
der Bestimmung wie in der Darstellung der Nucleosidase. Sie 
bringen zum ersten Male sichere und genaue Angaben iiber die 
Spezifitiit des Enzyms. 


I. Bestimmungsmethode. 


Zur Kontrolle der Nucleosidasewirkung wurde bisher das in 
Freiheit gesetzte Kohlenhydrat nach Shaffer-Hartmann?) be- 
stimmt. Die Methode beruht auf der Oxydation des Zuckers 
durch alkalische Kupferlésung in der Hitze. Sie wurde eine Zeit- 
lang auch in der vorliegenden Arbeit verwendet. Es zeigte sich 
aber, dab nur die Spaltung der Riboside gut und reproduzierhar 
war. Versuche mit Desoxyribosiden lieferten unregelmibige und 
sehr niedrige Werte. Die Ursache konnte erst geklirt werden, als 
es gelang, die Desoxypentose aus Thymusnucleinsiure in gréBerer 
Menge rein darzustellen*). 

Chemisch reine Desoxypentose wurde auf ihren Reduktions- 
wert gepriift. Beispiele: 

a) Bestimmung nach Shaffer-Hartmann: 1,64 mg Subst. entsprechen 
1,09 eem n/100-Na,S,Og. 

Ber. fiir C;H,,O, und 1 Aldehydgruppe: 2,45 cem. 

b) Bestimmung nach Willstaitter-Schudel: 0,75 mg Subst. ver- 
brauchen 1,20 eem n/100-J,. 

Ber. fiir C;H,.O, und 1 Aldehydgruppe: 1,12 ccm. 


Nur die Oxydation mit Hypojodit in der Kilte gibt richtige und 
konstante Ausschlige. Die Kichkurve im Bereich von 0—2 mg Des- 
oxypentose ist eine Gerade. Sie besitzt nicht ganz den errechneten 
Neigungswinkel, d. h. bei gréBeren Substanzmengen fiallt der Titra- 
tionswert unter den gewahlten Bedingungen etwas zu hoch aus. 





*) Niheres tiber die Desoxypentose soll an anderer Stelle berichtet 
werden. 
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Ansatz: Die in 5 ccm H,O geléste Substanz wird mit 5 ccm 
n/50-J, und 1,6 ccm 0,1 n-NaOH versetzt und bis zur Titration 
95 Minuten stehen gelassen. Eine Kontrollbestimmung (ohne Sub- 
stanz) liuft parallel. . 

Nucleosidasebestimmungen nach der Hypojoditmethode lassen 
sich im vorgesehenen Bereich (2—3 mg maximale Zuckerbildung) 
ohne Entfernung des EiweiBes nicht durchfiihren. Die Wahl des 
Fillungsmittels bereitete Schwierigkeiten. SchlieBlich fand sich 
ein brauchbares Mittel in Bleinitrat. Einen Uberschu8 von Blei 
kann man mit Sodalésung entfernen, ohne daB neue Kompli- 
kationen auftreten. Das Verfahren hat den weiteren Vorteil, daB 
zugesetztes Arsenat, welches die Jodtitration stéren wiirde, gleich- 
zeitig quantitativ aus der Liésung verschwindet. Die Ausarbeitung 
lihrte zu folgender Versuchsmethodik: 

Die Hydrolysen werden in Zentrifugengliisern yon etwa 15 cem Inhalt 
durchgefiihrt. Im Gesamtvolumen von 5cem sind 5 mg des betreffenden 
Nucleosids und 1 ccm Fermentlésung. Statt Phosphatputfer wird den Spal- 
tungsversuchen gewohnlich das analog wirkende Arsenat zugegeben. Ver- 
suchstemperatur 37°. Nach Hydrolyse werden 2 ccm einer 10°/, igen Blei- 
nitratlisung einpipettiert, dann wird geschiittelt und '/, Stunde bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. Man zentrifugiert, versetzt 5 cem der Restlésung 
mit 3 cem einer 3°/,igen Natriumcarbonatlésung und 1libt im Eisschrank 
wieder '/, Stunde stehen. Nach Zentrifugieren werden 6 ccm der Restlésung 
abpipettiert und mit 5 cem n/50-J, versetzt. Dazu kommen tropfenweise 
1,6 cem 0,1 n-NaOH. Nach 30 Minuten wird mit 2 cem n-H,SO, angesiiuert 
und unter Zusatz von 3 Tropfen Stirkelésung gegen n/100-Na,S,O, titriert. 
Die Methode ist wegen ihrer Kinfachheit zu Serienversuchen geeignet. Sie 
diente natiirlich auch zum Nachweis der Spaltung von Ribosiden. 

Die intakten Nucleoside werden von J, nicht angegriffen. Kinige 
freie Purine dagegen nehmen Jod in betriichtlichen Mengen auf. 
Grynberg!*) hat die Verhaltnisse niher studiert und festgestellt, 
dab der Jodverbrauch bei Guanin und Xanthin genau 2 Mol, bei 
Harnsiiure 1 Mol betriigt, und daB Adenin und Hypoxanthin un- 
veriindert bleiben. Diese Angaben konnten mit einer Ausnahme 
hestiitigt werden. Auch Hypoxanthin nimmt Jod auf, aber weniger 
als einem Jodatom entspricht. Die Feststellung wurde an reinem 
Hypoxanthin und an Hydrolysaten des Hypoxanthin-Desoxyribo- 
sids gemacht. Die Hydrolysate waren sowohl durch Spaltung mit 
n/100-Siure als auch auf fermentativem Wege hergestellt. Urazil 
verbraucht 1 Mol Jod, Thymin und Cytosin sind nicht gepriift. 

Tab. I bringt den auf 100°/, Spaltung berechneten Jodverbrauch der 


verschiedenen Nucleoside. Bei den Hypoxanthin-Nucleosiden sind statt 
dessen die experimentellen Werte eingesetzt. Die Zahlen in Kolonne 4 
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entsprechen der Substratmenge im Versuchsansatz, Zahlen in Kolonne 5 dem 
zur Titration kommenden Bruchteil. Kubikzentimeter bedeutet hier wie jp 
allen folgenden Tabellen cem n/100-J,. 


Tabelle IL 





em 


Verbrauch nach 100°/, iger Hy drolyse 




















Mol.- Substanz fiir fiir 
Gew. Mol J, 5mg 8. | 5-1), mg §, 
ecm ecm 
267 Guanin-desoxyribosid 3 11,23 6,02 
283 Guanin-ribosid ..... 3 10,60 5,68 
269 Adenin-desoxyribosid, 1H,O 1 3,72 1,99 
294 Adenin-ribosid, 1'1/,H,O . 1 3,40 1,82 
252 Hypoxanthin-desoxyribosid >1 4,59 2,46 
268 Hypoxanthin-ribosid . . . >1 4,35 2,33 
244 Urazil-ribosid ...... 2 8,20 4,39 





Die Guaninnucleoside erscheinen wegen des hohen stiéchio- 
metrischen Jodverbrauchs ihrer Hydrolysate als besonders ge- 
eignete ‘T'estsubstrate der Nucleosidase. Eingehende Versuche 
lehrten, da& abgespaltenes Guanin wihrend der nach Hydrolyse 
notwendigen Fiallungsoperationen in Liésung bleibt und daher 
exakt bestimmt werden kann. In der Reaktionsmischung fillt 
Guanin nicht aus, wenn ungereinigte Fermentlésungen verwendet 
werden. Mit dem Grade der Reinigung steigt die Leicutigkeit der 
Guaninausscheidung. Die reinsten Enzymlésungen géstatten eine 
Guanosinbestimmung nur noch bis zu Spaltungsgraden von30—40",,. 

Das Substrat im Standardversuch ist Guanin-desoxyribosid. 
Die Aufstellung einer Kurve mit wechselnden Mengen des siure- 
hydrolysierten Nucleosids, das nach obiger Vorschrift mit Blei- 
nitrat behandelt wurde, ergab eine zufriedenstellende Uberein- 
stimmung zwischen errechneten und gefundenen Werten, Zur 
Titration gelangen 15/,, der im Versuchsansatz enthaltenen 5 mg 
Substanz. Bei 100°/, iger Spaltung miissen also 6,02 ccm n/100-J, 
verbraucht werden. Experimentell gefunden wurde meist 6,10 ccm. 
Dieser Wert ist den Berechnungen der Prozentspaltung zugrunde- 
gelegt. 

Ein Eigenzuwachs der Reduktion unter den Versuchsbedin- 
gungen war bei keinem Nucleosid nachzuweisen. Die Kigenreduktion 
des Guanin-desoxyribosids im Versuch betrug 0,3—0,4ccm n/100-J,, 
Die Fermenteigenspaltung wurde besonders bei ungereinigtel 
Lésungen sorgfiltig gepriift. Sie war in den meisten Fallen negativ. 
Positive Befunde werden an entsprechender Stelle hervorgehoben. 
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Reaktionsinderungen wihrend der Hydrolyse traten, wie zu 
erwarten war, nicht auf. Auch nach 48 stiindiger Versuchsdauer 
konnte keine Anderung des p,, beobachtet werden. Die im fol- 
genden mitgeteilten Zahlenwerte sind das Mittel aus mindestens 
2 Versuchen. 


II. Gewinnung der Fermentlosungen. 


Kinen entscheidenden Fortschritt in der Nucleosidasedarstellung 
brachte die Methode der Organtrocknung, die in neuerer Zeit von 
Behrens ™) empfohlen wurde. Man trigt frische Organe beispiels- 
weise in eine Ather—CO, Siting ein und bringt sie in 
sefrorenem Zustand im Vakuumexsiccator zur Trockene. Behrens 
verwendete seine Trockenorgane zur Gewinnung histologisch dif- 
ferenzierter Gewebebestandteile. Das Verfahren eignet sich aber 
auch vorztiglich zur Herstellung von Fermenttrockenpulvern. Durch 
das Gefrieren werden die Zellwainde gesprengt und die endocellu- 
liren Fermente freigelegt. Die substantiellen EKigenarten bleiben 
unveriindert, EiweiB wird nicht denaturiert. Daher bleibt die ganze 
Fermentaktivitiit erhalten und lift sich in trockenem Zustand 
beliebig lange aufbewahren, wenigstens gilt dies fiir die unter- 
suchten Faille (Phosphatase, Lipase, Nucleosidase). Aus dem Pulver 
wird das Enzym jeweils durch Extraktion gewonnen. Die Ausbeute 
hingt vor;.der Léslichkeit des betreffenden Enzyms ab. Fir 
Nucleosidase legen die Verhiltnisse sehr giinstig. Durch einmalige 
Extraktior geht, wie die folgenden Versuche zeigen, der iiber- 
wiegende Teil in die Lésung iiber. Im einzelnen gestaltet sich 
die Herstellung der Trockenpulver wie folgt: 


Die noch kérperwarmen Organe werden von Fett und Hiuten befreit, 
in flache Stiicke geschnitten und in ein Ather-CO,-Gemisch gebracht. Ein 
bereitgestellter Exsiceator enthilt Schwefelsiiure oder Chlorealcium und nicht 
zu wenig Phosphorpentoxyd. Die durchgefrorenen Organstiicke werden auf 
einem Drahtnetz im Exsiceator in miBiger Menge ausgebreitet und sofort 
an der Wasserstrahlpumpe evakuiert. Stirkeres Vakuum ist unter den an- 
gegebenen Bedingungen nicht notwendig. Nach 2—3 Tagen sind die Organe 
vollstiindig wasserfrei. Sie werden im Morser pulverisiert und durch ein 
Sieb von Bindegewebsfasern befreit. Auf diese Weise hergestellte Trocken- 
pulver hatten nach 2 Jahren noch ihren urspriinglichen Nucleosidasegehalt. 


0,5 g getrockneten Kalbsmilzpulvers werden mit 20 ecm des 
jeweiligen Extraktionsmittels 2 Stunden geschiittelt und dann 
abzentrifugiert. Von der Restlésung werden 10 ccm zur Bestimmung 
des Trockengewichts in einem Collodiumsack gegen flieBendes 
Wasser 3 Tage dialysiert und dann auf dem W asserbad eingedampft. 
Die tibrige Restlisung wird, soweit notwendig, gegen Lackmus 
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neutralisiert und davon 1 ccm auf Nucleosidasewirkung gepriitt, 
p,-Anderungen bei der Extraktion sind innerhalb des Bereiches 
von p, = 6—9 fir die Wirksamkeit der Extrakte von unter. 
geordneter Bedeutung. In Tab. II sind die mit verschiedeney 
Extraktionsmitteln erzielten Ergebnisse zusammengestellt. Die 
Reaktionsmischung enthilt jeweils 2 com m/20-Natriumphosphat 
(Na,HPO,). Bei Versuch 3 und 4 ist kein Phosphat zugesetzt, 
Versuchsdauer 1 Stunde. Das Trockengewicht ist in Milligramm 
Substanz pro 1 ccm urspriinglicher Fermentlisung angegeben. 


Tabelle II. 

















Anfangs- Spaltung Trock 
Nr. Extraktionsmittel reduktion }-———, salen 
ecm em | % gewicht 
1 Kochsalz, 0,85 °/, 1,1 .8,01 49 9,3 
2 Wasser . 1,2 3,14 51 10,6 
3 Arsenat- m/20.. 1,0 3,60 59 11,1 
4 Phosphat-m/20 1,2 3,12 51 10,1 
D Natriumbicarbonat, 1 o/, 1,3 2,74 45 10,9 
6 Ammoniak-n/40 . 1,6 2,92 48 19,6 





Lésungen von sekundiirem Natriumarsenat extrahieren die 
Nucleosidase anscheinend am besten. Durch spiitere Versuche wird 
jedoch gezeigt, daB die Spaltungswerte ebenso hoch sind, wenn 
man Wasser- oder Kochsalzextrakte verwendet und das inweinat 
der Reaktionsmischung zusetzt. Die untersuchten Extrakte sind 
durchweg stark wirksam. Die folgenden Versuche sind mit Koch- 
salzextrakten ausgefiihrt. 

Variieren der Extraktionsdauer ergab, daB durch 2 stiindiges 
Schiitteln die maximale Menge Ferment in Lisung geht. 


III. Verteilung der Nucleosidase im tierischen Organismus. 


Eine gréBere Anzahl verschiedener Organe vom Kalb und 
vom Rind wurde in oben beschriebener Weise getrocknet und aui 
Nucleosidasegehalt gepriift. Die Verwendung der Organpulver er- 
méglicht wegen der schonenden Darstellungsweise und der leichten 
Extrahierbarkeit des Fermentes einen hohen Grad von Genauigkeit. 

Nucleosidase kommt in allen untersuchten Organen vor. Sie 
ist am stirksten vertreten in den retikulo-endothelreichen Organen 
Milz, Lunge, Leber. Aber gerade im roten Knochenmark, wo die 
Kerne der roten Blutkérperchen aufgelést werden, laBt sich eine 
nur mifige Nucleosidasewirkung nachweisen. Auffallend stark 
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wirksam ist Herzmuskel; er unterscheidet sich darin wesentlich 
yom Skelettmuskel. Den geringsten Effekt hat die Darmschleim- 
haut, eine Tatsache, die fiir die Darstellung der Desoxyriboside 
praktisch wichtig geworden ist. Vereinzelt findet man auch Darm- 
schleimhautpriparate von betriichtlichem Nucleosidasegehalt. In 
Tab. III ist ein Aktivitiitsvergleich wiedergegeben, der die meisten 
Organe des Kalbes umfaBt. Parallelversuche mit Rindsorganen 
ergaben keine bemerkenswerten Abweichungen. 

Die Extraktion der Pulver ist iiberall mit 40 facher Menge 
physiologischer Kochsalzlisung ausgefiihrt. Im Versuchsansatz ist 
1cem m/20-Natriumarsenatlésung von p,, = 7,6; Hydrolysendauer 
1 Stunde. Kine Fermenteigenspaltung wurde bei Darmschleimhaut 
heobachtet. Sie betriigt im Versuch 10 0,3 cem und im Versuch 11 
0,5 cem J,. Das Trockengewicht ist angegeben in Milligramm 
pro lecm Fermentextrakt. Die zum Versuch verwendete Ferment- 
menge wurde nach Vorversuchen durch entsprechende Verdiinnung 
iberall auf etwa 7 mg eingestellt. Sie entspricht also nicht der 
in 1 ccm des urspriinglichen Extraktes vorhandenen Menge. Die 
Milzextrakte bleiben unverdiinnt. Reduzierte Spaltung heibt: die 
auf 7 mg Ferment umgerechnete Prozentspaltung. 


Tabelle III. 




















\ ; Anfangs- | Spaltung | Trocken- Redu- 
Nr. Organ zierte 
” wert eem gewicht | Spaltung 
Da tte ce eS HS 0,90 2,94 6,5 52 
2 , (Rind)... ... 0,95 2,92 6,3 53 
3 Sa ee 0,55 2,73 6,7 47 
4 Lymphdriise sete catia 0,45 1,22 7,1 20 
5 Rotes Knochenmark , 0,35 1,19 6,0 23 
6 ‘ ,» (Rind) 0,45 1,37 6,8 25 
7 eS eee 1,65 2,58 6,4 46 
8 Thymus... — 1,10 2,00 8,5 27 
9 Magenschleimhaut ios 0,80 1,75 8,4 24 
10 Darmschleimhaut. . . 1,25 0,25 8,2 3 
1] * bes. Fall 1,10 0,93 7,4 15 
12 ee 1,20 1,80 8,5 24 
13 a ee 1,15 1,32 6,9 22 
14 Hoden (Stier) ... . 0,65 1,36 8,3 19 
15 Herzmuskel .... . 0,80 2,42 6,7 42 
16 Skelettmuskel ... . 1,05 1,35 6,4 24 
17 a + eee eS 0,70 1,32 6,8 22 


Fettreiche Organe wie Knochenmark und Gehirn sind nach 
dem Trocknen erschépfend mit Ather extrahiert. Aus Vorversuchen 
geht hervor, daB die Aktivitit dadurch nicht beeintriichtigt wird. 

Q* 
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Der Anteil des im Riickstand bleibenden Enzyms wurde bei Milz, 
Niere und Herzmuskel gepriift. Beispiel: Der nach einmaliger 
Extraktion gebliebene Riickstand aus 1 g Milzpulver wird in 40 com 
NaCl-Lésung suspendiert. Davon werden 2 ccm zum Spaltungs. 
versuch pipettiert. Nach 1 stiindiger Hydrolyse ist eine Spaltung 
von 40°/, eingetreten. Da nach einmaliger Extraktion noch rund 
3/, des urspriinglichen Trockengewichts im Riickstand sind, s» 
betrigt die zum Versuch verwendete Fermentmenge etwa das 
6fache gegeniiber Versuch 1, Tab. II. Der Riickstand von der 
zweiten Extraktion wird sorgfiltig im Moérser verrieben und noch- 
mals auf 40 ccm suspendiert. 2 ccm der Suspension bewirken in 
1 Stunde noch eine Spaltung von 10°/,. 

Die bei Herzmuskel und Niere analog ausgefiihrten Versuche 
weisen darauf hin, daB& das Verhiltnis von extrahierter und im 
Riickstand gebliebener Nucleosidase iiberall ungefihr das gleiche 
ist. Die Untersuchung einer gréBeren Anzahl von Kalbsmilzpriiparaten 
ergab, dab der Nucleosidasegehalt der Milz nur geringen indivi- 
duellen Schwankungen unterworfen ist. 


IV. Reinigung der Nucleosidase. 


Als Ausgangsmaterial fiir Reinigungsversuche wurde das gut 
sich eignende Milzpulver verwendet. Die Rohextrakte besitzen, 
wie aus den Tabellen hervorgeht, bereits eine hohe Aktivitiit. 
Weitaus die gréBten Fortschritte in der Reinigung brachten die 
Adsorptionsmethoden. 


A. Adsorption der Nucleosidase. 


Die Nucleosidase hat eine ausgeprigte Affinitiit zur Tonerde. 
Alle anderen Adsorptionsmittel, besonders auch Eisenhydroxyd, 
treten in der Konkurrenz um das Ferment zurtick. Zur voll- 
stiindigen Adsorption geniigen geringe Mengen Aluminiumhydroxyd 
der Sorte C,. Die Fermentadsorption wird durch steigende Ver- 
diinnung gegeniiber der Begleitstofiadsorption begiinstigt. Das p, 
ist fiir die Adsorption von geringerer Bedeutung. Am besten ist 
schwach saure Reaktion. Uber die quantitativen Verhiltnisse geben 
die Tab. [V und V Auskunft. 


Adsorbens: Aluminiumhydroxyd C,. Adsorptionsansatz: 4 eem Enzym, 
2cem Pufferlésung, 1 molar, 5,2 eem H,O, 0,8 cem Tonerde. In den Ver- 
suchen 2 und 3 ist Natriumacetat—Essigsiurepuffer, in den Versuchen ° 
und 6 Ammoniak-Ammonacetatpuffer der Adsorptionslisung zugesetzt. In 
Versuch 4 ist kein Puffer angewendet. Versuch 1 gibt die Aktivitiit des 





Ext 
Ver 
lost 


We 











Experimentelle Studien iiber den Nucleinstottwechsel. XXXVII. 138 


Extraktes vor Adsorption. Die Adsorptionsrestlésungen werden neutralisiert. 
Versuchsansatz: 2cem der Restlésung, 2 ccm m/20-Arsenat, 1 ccm Substrat- 
léisung. Versuchsdauer 1 Stunde. 


Tabelle IV.  p,-Abhingigkeit der Adsorption. 











Spaltung 
Nr. Pu agin i 

cem "T. 
1 _ 3,10 51 
2 5,0 0,25 4 
3 5,9 0,30 D 
4 7,0 0,38 6 
5 8,0 0,66 11 
6 8,9 0,80 3 


Tabelle V. Adsorption mit wechselnden Tonerdemengen. 











—" Antangs- _ Spaltung: 
reduktion 
ccm ecm cem " 0 
0 1,39 3,09 | 51 
0,10 1,30 2,39 39 
0,25 1,28 1,85 30 
0.50 1,20 £37 19 
0,75 1,20 0,42 r 
1,00 1,10 0,09 1,5 
1,50 1,05 0,00 0 


Adsorptionsansatz: Gesamtvolumen 12 ccm, enthaltend 4 ccm Enzym- 
lésung und wechselnde Mengen Tonerde. Kein Pufferzusatz, also neutrale 
Reaktion. Versuchsansatz wie bei Tab. IV. Versuchsdauer 1 Stunde. 
Zahlen in Kolonne 1 sind die bei der Adsorption verwendeten Mengen 
Tonerdesuspension. Zahlen in Kolonne 2 sind die Reduktionswerte der 
Adsorptionsrestlésungen im Versuchsansatz. 


B. Elution der Tonerdeadsorbate. 


Die Elution der Nucleosidase ist, ithnlich wie die Adsorption, 
weitgehend spezifisch. Elutionsmittel ist Arsenat, mit geringerem 
Effekt auch Phosphat. Wasser und die wiBrige Liésung einer 
Reihe von Salzen bleiben unwirksam. Man kann daher die Ad- 
sorbate mit Wasser waschen ohne Aktivitiitsverlust. Der Erfolg 
der Elution 14B8t sich iuBerlich beobachten. Behandelt man ein 
Tonerdeadsorbat mit Wasser und zentrifugiert, so bleibt die wib- 
rige Restlésung farblos und inaktiv. Wiederholt man die Behand- 
lung mit Arsenatlésung, dann ist die Restlésung braun gefirbt 
und stark wirksam. Intensitiit der Farbung und Nucleosidasegehalt 
steigen mit der Arsenatkonzentration. Fiir die Elutionsausbeute 
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optimal ist eime 1/5 molare Arsenatlésung. Die Aktivitit deg 
Ferments, bezogen auf die Einheit des Trockengewichts, hat iby 
Optimum bei einer Molaritit von etwa }/,,. Es stellte sich ny 
heraus, daB die urspriinglich mit 1/, molaren Eluaten erzieltey 
Spaltungsgrade auch mit den verdiinnten Eluaten erreicht werdey, 
wenn der Unterschied an Arsenat erst zum Spaltungsversuch zu. 
gesetzt wird. Das bedeutet eine weitere betrichtliche Aktivitiits. 
erhéhung. 

Die p,-Abhangigkeit der Elution ist nicht sehr ausgepriict, 
Am besten arbeitet man mit Lésungen, die auf p, = 6,5—6,7 
eingestellt sind. 





Tabelle VI. Elution mit verschiedenen Elutionsmitteln. 








Spaltung 

Nr. Elutionsmittel eeeeeemmemennee wnmamenns 

ccm "le 
1 OO 0,06 | 1 
2 Kochsalz, 0,85°/, . . . . 0,05 | 1 
3 Ammoniak-n/40 ... . . 0,45 7 
4 Na,HPO,-m/20 .... . 1,53 | 25 
5 (NH,),HPO,-m/20 .. . . 1,32 | 22 
6 Na,HAsO,-m/20.... . 2,54 | 40 


Die nach obiger Vorschrift aus 4 ccm Rohextrakt gewonnenen Ton- 
erdeadsorbate werden jeweils mit 4 ccm des Elutionsmittels 3 Minuten ge- 
schiittelt und zentrifugiert. Das Eluat von Versuch 8 wird neutralisiert. 
Von der Restlésung kommt jeweils 1 ccm zum Versuchsansatz. Bei Ver- 
such 1, 2 und 3 ist 1 ccm m/20-Arsenat zugesetzt. Dauer der Hydrolyse 
1 Stunde. 





Tabelle VII.  p,-Abhingigkeit der Elution. 

















Spaltung Spaltung 
PH ee a Pu | ve 
ecm | le ecm | le 
5,0 251 | 41 7,0 3,0 51 
5,9 3.01 49 8.0 2,80 46 
6,5 315 | 52 8.9 2.45 40 


Elutionsmittel ist m/20-Natriumarsenat. Mischungen von primirem und 
sekundirem Natriumarsenat puffern ebenso wie die entsprechenden Phos- 
phatlésungen. Das beste Pufferungsvermégen besteht, wie experimentell 
gepriift wurde, zwischen py = 6 und py = 7. Fiir die hier mitgeteilten 
Versuche wurde das jeweilige p,;; durch Zusatz starker H,SO, eingestellt. 
Die analog Tab. VI gewonnenen Eluate sind vor dem Versuch mit einigen 
Tropfen NaOH, bzw. HCl neutralisiert. 1 ccm Eluat kommt zum Versuchs- 
ansatz. Kein weiterer Arsenatzusatz. Versuchsdauer 80 Minuten. 





Elut 


Pecan 


Nr. 
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Tabelle VIII. 


Elution mit Arsenat- und Phosphatlésungen wechselnder Konzentration 











a) Arsenat b) Phosphat 

Nr. | Spaltung pox. ATS& Spaltung | Phos- 

Konz. |— ee hoes "| nat- | Konz. -—— phat- 

_ ecm "ls xEW- | cusatz ecm °/, | gusatz 
i} m/80 | ~ 6 22 eo _ an ee eer 
2{m40 |} 208 84 | 09 | —- ae ee — | 
8 m/40 | 2,64 | 43 | 0,9 + m/40 |; 0,82 | 13 | — 
4 m/20 | 2,56 | 42 10  #— m20 | 1,88 23 — 
5 = | — | Mi np + m 2 | 215 | 85 | + 
6 m | 2,89 | ‘ -- m/1 | 1,63 27 | —- 
7 m/5 | 2°97 | 49 25 j= m/5 | 2.13 35 _ 
8] 2m/5 | 305 | 50 | — — — | — |—] = 
9 oo 2,99 | 49 6,2 | + — a - 





Kolonne 2 und 7 enthalten die jeweiligen Salzkonzentrationen des 
Elutionsmittels. Die Eluate sind mit Arsenat- (bzw. Phosphat-) lésungen 
vom po = 7 in der gleichen Weise hergestellt wie fiir Tab. VI. 1 ccm 
Eluat kommt in den Versuchsansatz. +-Zeichen in Kolonne 6 und 10 be- 
deuten Zusatz von 1 ccm m/5-Arsenat zur Reaktionsmischung des jeweiligen 
Versuchs. Das Trockengewicht ist in mg pro 1 cem Eluat angegeben (fest- 
gestellt nach Dialyse). Versuchsdauer 30 Minuten. Versuch 9 bringt zum 
Vergleich die Aktivitiit der urspriinglichen Rohlésung. 

Die optimale Arsenatkonzentration besitzen Reaktions- 
mischungen mit einer Molaritaét von +/,, bis 3/,,. Besondere 
Versuche haben ergeben, daS weiterer Arsenatzusatz keine weitere 
Erhéhung der Reaktionsgeschwindigkeit zur Folge hat. 

Alle spiateren Adsorptions- und Elutionsversuche sind nach 
folgender Vorschrift ausgefiihrt: 4 ccm Fermentlésung werden mit 
7 com H,O und 1 ccm (= 13 mg) Tonerde C, versetzt, 3 Minuten 
seschiittelt und zentrifugiert. Der Niederschlag wird einmal mit 
Wasser gewaschen, dann mit 4 ccm Arsenatlésung m/20, vom 
py = 6,7, verrieben und nach 3 Minuten abzentrifugiert. 

Der im folgenden als Normalansatz bezeichnete Versuch ent- 
hilt leem des m/20-Arsenateluates, 1 com m/5-Arsenat und 5 mg 
Desoxyribosid im Gesamtvolumen von 5ccm. Die Dauer dieses 
Versuches ist 30 Minuten, der mittlere Spaltungswert 50°/,. 


V. Aktivierung der Nucleosidase. 
Eine Aufklirung der Bedeutung, die das Arsenation fiir die 
Wirksamkeit der Nucleosidase besitzt, ist erfolgt durch die Dialyse. 
Die durch Adsorption und Elution gereinigte Nucleosidase wird 
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durch 2-tigige Dialyse vollstandig inaktiviert. Setzt man nun der 
Reaktionsmischung die iibliche Menge Arsenat zu, so erscheiney 
liber 90°/, der urspriinglichen Aktivitaét wieder. Fiir die Wirksam. 
keit der Nucleosidase ist also die Gegenwart des Arsenats (ode 
Phosphats) unumginglich notwendig. Arsenation ist der Akti. 
vator der Nucleosidase. Die Enzym-Aktivatorverbindung jst 
in Lésung stabil, das Enzym allein ist unstabil. Dialysiert may 
ein Eluat nur wenig linger als bis das Arsenat eben aus der 
Lésung verschwindet, so tritt eine schnelle Inaktivierung ein, dic 
durch erneuten Arsenatzusatz nicht mehr aufgehoben wird. May 
mu daher die Dialyse sorgfiltig kontrollieren. 

Aus der dialysierten Lésung lift sich die Nucleosidase ein 
zweites Mal adsorbieren und eluieren. Die Wirksamkeit des zweiten 
Eluats ist geringer als die des ersten nach der Dialyse. Es wird 
also nur ein Teil der Nucleosidase eluiert. Daraus 1liBt sich 
schlieBen, daB der Fermentverlust bei der ersten Adsorption und 
Elution durch die Beseitigung einer groBen Menge von Hemmungs.- 
kérpern vollstandig kompensiert wird. 


Versuchsbeispiel. 

Milzextrakt vom Trockengewicht 6,6 mg pro 1cem und der Wirkung 
von 51°/,iger Spaltung im normalen Versuchsansatz. 

Erste Adsorption und Elution: Trockengewicht 1,1 mg pro cen. 
Spaltung 3,23 cem = 53°). 

Dialyse: Spaltung ohne Arsenatzusatz: 0,06 ccm = 1°/). 

Spaltung mit m/5-Arsenatzusatz: 2,86 cem = 47°). 

Zweite Adsorptionund Elution: Trockengewicht 0,24mg pro 1 cem. 

Spaltung 2,42 eem = 40°). 

(Der letzte Wert konnte wegen Guaninausscheidung erst nach wieder- 
holten Versuchen erhalten werden.) 


Das zweite Eluat ist farblos und hat erst in dickeren Schichten 
eine leichte Opalescenz. Die Aktivitit gegeniiber dem ersten Eluat 
ist noch bedeutend erhéht. Das Trockengewicht ist gegeniiber 
dem der Rohlésung auf weniger als 1/,. abgesunken, wihrend die 
Spaltung von 51°/, nur auf 40°/, zuriickgegangen ist (bei gleichen 
Aktivierungsbedingungen). Es wird méglich sein, die Milznucleo- 
sidase auf dem angegebenen Wege weiter zu reinigen. In dieser 
Richtung sind weitere Versuche nicht angestellt worden. Die im 
folgenden mitgeteilten Ergebnisse wurden mit einfach adsorbiertem 
und eluiertem Enzym erhalten. Seine Darstellung ist praktisch 
einfach und die Reinheit geniigend groB. Die Prifung aut 
Phosphatasegehalt fallt negativ aus. 
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Kine Gegeniiberstellung des hier beschriebenen Milzenzyms 
und des von v. Euler und Brunius dargestellten Nierenenzyms 
zeigt, dab bereits die Milzrohextrakte jenen gereinigten Prapar aten 
aus Niere um ein Mehrfaches iiberlegen sind. 

Die zweimal adsorbierte und eluierte Nucleosidaselésung wurde 
dialysiert und zur Trockne verdampft. Es hinterblieb ein hell- 
braunes Pulver. Die Analyse dieses Pulvers ergab einen Stick- 
stofigehalt von 4°/,. Der Trager der Nucleosidasewirkung ist also 
kein EKiweiBkorper. Das Praparat ist phosphorfrei. 

Das Arsenateluat ist sehr gut haltbar. Wahrend die Roh- 
extrakte rasch sauer werden und schon nach 2—3tigigem Stehen 
im Kisschrank einen 'l'eil ihrer Aktivitit eingebiiBt haben, behielt 
ein m/20-Arsenateluat iiber 3 Monate seine Aktivitit unverindert 
bei. Die Reaktion war nach dieser Zeit neutral wie zu Anfang. 


VI. Das kinetische Verhalten der Nucleosidase. 
A. p, -Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit. 

Das Wirkungsoptimum der Nucleosidase liegt ungefihr bei 
Py, = 6,5. Nach der saueren Seite hin ist ein steiler Abfall zu 
konstatieren. Dieser beruht wenigstens zum Teil auf einer irre- 
versiblen Inaktivierung des Enzyms, hervorgerufen durch Aus- 
scheidung des kolloidalen Fermenttriigers. Beim Einstellen des 
p, auf den Wert 5,9 sieht man bereits das Auftreten einer 
leichten Triibung. Nach der alkalischen Seite hin bleibt die 
Lisung klar, der Abfall der Reaktionsgeschwindigkeit ist lang- 
samer. v. Kuler und Brunius ebenso wie Levene und Mit- 
arbeiter haben ein p,,-Optimum von 7,5 (bzw. 7,6) gefunden. 
Durch Entfernung von Begleitstoffen ist das Optimum also wesent- 
lich verschoben worden. Voraussetzung fiir diese Folgerung ist 
die Existenz einer einheitlichen Purinnucleosidase. Sie wird durch 
die in Kap. 8 mitgeteilten Versuche bestitigt. Das Optimum der 
Elution und der Reaktionsgeschwindigkeit stimmen tberein. Nur 
ist das Elutionsoptimum weniger scharf ausgepragt als das Akti- 
vitatsoptimum. 

Tabelle IX.  p,-Aktivititskurve. 


























Spaltung ‘Spaltung 
PH eae PH ote aw sumer co 
ccm | a P ccm | “lo 
— — — — - ———————— — — ———————— — eae —————————— 
5,90 1,79 29 6,98 2,37 39 
6,24 2,38 39 7,38 2,15 35 
6,47 2,60 | 43 8,04 1,70 28 
6,64 255 | 42 | 
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Versuchsansatz normal. Die zugesetzte Fermentlésung ist vorher im 
Verhiltnis 1:1 verdiinnt. Die Einstellung des py geschieht mit Hilfe yop 
Indicatoren. Die Reaktion der Lésungen wurde nach dem Versuch wieder 
gepriift. Sie blieb tiberall konstant. Versuchsdauer 30 Minuten. 


In den folgenden Versuchen sind die Arsenatlisungen zur 
Vermeidung der Inaktivierung, besonders bei linger dauernden 
Versuchen, nicht auf das Optimum, sondern durchweg auf p,, = 6,64 
eingestellt. 


B. Zeitlicher Verlauf der Nucleosidasewirkung. 


Der Verlauf der Guanin-desoxyribosidspaltung ist gekenn- 
zeichnet durch einen starken Abfall der Reaktionsgeschwindigkeit 
mit der Zeit. Die monomolekularen Konstanten, die der Orien- 
tierung halber in der Tabelle mitangefiihrt sind, sinken im ersten 
Viertel der Spaltung um mindestens ein Drittel ihres Anfangs- 
wertes ab. Trotz der hohen Anfangsgeschwindigkeit ist im ge- 
gebenen Beispiel die Endspaltung erst nach 24 Stunden erreicht. 
Versuche bei der doppelten und bei der halben Substratkonzen- 
tration fiihrten zu ihnlichen Ergebnissen. Es war demnach nicht 
zweckmibig, fiir die Messung der Nucleosidasewirkung den zeit- 
lichen Verlauf als Grundlage zu nehmen. 


Tabelle X. Zeitumsatzkurve. 














Zeit Titriert Spaltung i 
in Minuten cem of “mon. 
0 0,96 _ 0,020 
3 1,77 13 0,017 
7 2,49 25 0,014 
15 3,29 38 0,010 
30 3,96 49 0,006 
60 4,45 57 0,004 
120 5,04 67 0,002 
480 6,22 86 0,001 

1440 6,98 99 an 


Die verwendete Enzymlésung ist ein m/5-Arsenateluat. m/20-Eluate 
sind nicht verwendbar, weil hier nach 50°/, Spaltung die Guaninausscheidung 
beginnt. Ein bis zu diesem Spaltungsgrad mit m/20-Eluat durchgefiibrter 
Versuch ergab gut iibereinstimmende Resultate. Der Versuchsansatz ist 
folgender: 10 cem m/5-Arsenateluat, 50 mg Guanin-desoxyribosid im Ge- 
samtvolumen von 50cem. Zur gegebenen Zeit werden daraus jeweils 
5 ccm fiir die Bestimmung abpipettiert. Der Anfangswert wird in mehreren 
Parallelversuchen stets so ermittelt, daB die Enzymlésung zuerst mit Blei- 
nitrat und dann mit dem Substrat versetzt wird. 
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(, EinfluB der Enzymkonzentration auf die Reaktions- 
geschwindigkeit. 


Tabelle XI. 








Spaltung 
Nr. Enzymmenge |—— ee iaenel Geen 

ecm “lo 
1 1 3,85 | 63 
2 al, 3,07 50 
3 vA 2,51 41 
4 1, 1,83 30 
5 tg 1,10 18 





In Kolonne 2 ist die pro Versuch angewandte Enzymmenge in Bruch- 
teilen der im Normalversuch iblichen (1 cem) angegeben. Zwecks Er- 
fassung eines gréBeren Konzentrationsbereiches (Vermeidung von Guanin- 
ausscheidung) ist das Ferment durch Elution mit m/5-Arsenat gewonnen. 
Versuchsansatz wie iiblich, kein Arsenatzusatz. Versuchsdauer 1 Stunde. 
Die Wiederholung der Versuche 2—5 mit m/20-Arsenateluaten iinderte das 
Ergebnis nicht. Es besteht auch bei den niedrigsten Fermentkonzen- 
trationen keine Proportionalitit zwischen Umsatz und Enzymmenge. 


Die Untersuchung der kinetischen Eigenschaften der Nucleo- 
sidase in weitgehend gereinigten Lésungen hat gezeigt, daB der 
Reaktionsmechanismus komplizierterer Natur ist. Die Méglichkeit 
einer Knzymzerstérung unter den Versuchsbedingungen ohne Sub- 
stratzusatz wurde durch Kontrollversuche ausgeschlossen. Die 
Messung der Nucleosidase auf Grund einer einfachen Beziehung 
ist zur Zeit nicht méglich. Als praktische Einheit der Nucleosi- 
dase dient eine 50°/,ige Spaltung des Guanin-desoxyribosids, 
unter den als Normalansatz bezeichneten Bedingungen. 


Im Bereich kleinster Enzymkonzentrationen kommt die Akti- 
vitiit der Nucleosidase am besten zur Geltung. Eine Menge von 
0,063 mg Enzym spaltet im Normalversuch in 1 Stunde etwa 
das 15fache Eigengewicht an Guanin-desoxyribosid. 


Spezifitat der Nucleosidase. 


Das durch Adsorption und Elution gereinigte phosphatase- 
freie Milzpriiparat erwies sich als geeignet fiir eine zuverlissige 
Spezifitiitsuntersuchung der Nucleosidase. Die Tab. XII gibt einen 
Uberblick tiber die Spaltbarkeit der Nucleoside aus Thymus- wie 
aus Hefenucleinsiiure. KEinbezogen sind ferner eine Reihe von 
Nucleotiden, besonders Ribodesosenucleotide und die Nuclein- 
siuren. Die spezifischen Substrate der hier beschriebenen 
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Nucleosidase sind die Purinnucleoside, Desoxyriboside 
ebenso wie Riboside. Diese Substanzen werden alle sehr schnelj 
und mit nur geringen Geschwindigkeitsunterschieden hydrolysiert, 
Im Gegensatz dazu erscheinen die Pyrimidinnucleoside vollkomme, 
resistent. Nur das Urazil-desoxyribosid gibt einen gewissen Reduk. 
tionszuwachs, vergleichsweise ist er jedoch sehr gering. Die Nucleo. 
tide wie die Nucleinséiuren sind durch reine Nucleosidase nicht 
spaltbar. Der Vergleich von Muskel- und Hefeadenylsiure lehrt, 
da8 die Stellung der Phosphorsiiure am Kohlenhydrat dabei ohne 
Bedeutung ist. Beim fermentativen Abbau der Nucleotide 
im intermedidren Stoffwechsel muB also zuerst die Phos. 
phorsaiure abgespalten werden, bevor die nucleosidische 
Bindung gelést werden kann. Dabei ist bemerkenswert, dab 
dann das freigewordene Phosphat die weitere Hydrolyse durch 
Nucleosidase aktiviert. 


Tabelle XII.  Spaltbarkeit von Nucleosiden und Nucleotiden. 














Spaltun 
Nr. Substrat en ssa Bi 
ccm le 

| Guanin-desoxyribosid .. . 3,10 | 51 
2 Guanin-ribosid ...... 8,05 | 54 
3 Adenin-desoxyribosid .. . 1,00 | 50 
4 Adenin-ribosid ...... 0,89 49 
5 Hypoxanthin-desoxyribosid . 1,16 | 47 
6 Hypoxanthin-ribosid . . . . 1,14 49 
7 Urazil-desoxyribosid . . . . 0,11 3 
8 Urazil-ribosid. . ..... 0,18 5 
9 Thymin-desoxyribosid . . . 0,02 — 
10 Cytosin-desoxyribosid .. . 0,01 | ~-- 
11 Ribodesose-guanylsiiure . . 0,00 ~~ 
12 Ribodesose-cytidylsiiure . . —0,10 _ 
13 Ribodesose-adenylsiiure . . — 0,05 | — 
14 Hefeadenylsiure ..... 0,01 | mo 
15 Muskeladenylsiiure ... . 0,00 | 
16 Hetenucleinsiiure ..... 0,00 | — 
17 Thymusnucleinsiure. .. . — 0,06 


Versuchsanordnung: Statt Guanin-desoxyribosid sind 5 mg der je- 
weiligen Substanz zugesetzt. Versuch 1 mit 7 dauert 30 Minuten, Versuch § 
mit 17 24 Stunden. Nucleotide und Nucleinsiiuren sind als Natriumsalze 
zugesetzt. Versuchsansatz normal. Der Wert fiir 100°/,ige Spaltung ist 
aus der Tab. I zu entnehmen. 


Der Wirkungsbereich der Milznucleosidase ist nach den Er- 
gebnissen der Tab. XII klar abgegrenzt. Einige fiir die Kenntnis 
der Wirkungsweise wichtige Tatsachen sind durch Hemmungs- 
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| yersuche ermittelt worden. Diese sind in Tab. XIII zusammen- 
| gestellt. Geringe Mengen Hypoxanthin oder Guanin (0,2 mg 
pro 1 ccm Reaktionsmischung) setzen die Nucleosidasespaltung 
auf rund die Halfte des normalen Wertes herab. Adenin hemmt 
| bedeutend weniger, Xanthin und Harnsiiure nur ganz schwach. 
_ Ks kénnen also geringe Anderungen am Purinkern dessen Affinitiit 
gum Ferment wesentlich beeinflussen. Ein eindeutiger Zusammen- 
hang zwischen Affinitatsinderung und chemischer Anderung ist 
| nicht zu erkennen. Wihrend durch die Desaminierung des Adenins 
| zu Hypoxanthin die Einwirkung auf das Enzym zunimmt, hat die 
' Desaminierung des Guanins zu Xanthin den umgekehrten Erfolg. 
| Die stark hemmende Wirkung des Guanins erklirt zum groBen 
| Teil die auBerordentlich schnelle Abnahme der Nucleosidaseaktivitit 
' mit der Zeit. 


Durch die Anwesenheit der freien Kollenhydratkomponente 


 erleidet die Nucleosidase nur geringen Aktivitiitsverlust. Desoxy- 
| ribose hemmt im angegebenen Versuch nicht stirker als Xanthin, 
obwohl sie in 5fach héherer Menge zugesetzt ist. Aus dem Ver- 


gleich des zeitlichen Ablaufs der Spaltung von Ribosiden und 


- Desoxyribosiden (vgl. Kap. VIII) ist zu schlieBen, daB auch Ribose 


keinen starken EjinfluB ausiibt. Der Befund von vy. Euler und 


 Brunius (a. a. O.), daB die Nucleosidase von Arabinose nicht ge- 


hemmt wird, iiberzeugt nach den neuen Erkenntnissen nicht vom 
Vorliegen einer ,hohen Konfigurationsspezifitit*. 

Bemerkenswert ist, daB kein Nucleotid irgendeine 
Hemmung auf die Nucleosidase ausibt. Die Purinnucleo- 
side verlieren also durch die Bindung an Phosphorsiiure ihre 
Affinitit zum Enzym. Es kommt dabei nicht darauf an, da eine 
hestimmte OH-Gruppe des Kohlenhydrats fiir die Bildung der 
Knzymsubstratverbindung frei ist. Denn die Affinitit verschwindet, 
sowohl wenn die Phosphorsiure in 3-Stellung wie bei der Hefe- 
adenylsiure, als auch wenn sie in 5-Stellung wie bei der Muskel- 
adenylsiure gebunden ist. Andererseits ist aus dem Vergleich von 
Kibosiden und Desoxyribosiden ersichtlich, daB die Affinitat beim 
Ersatz einer OH-Gruppe durch H vdllig erhalten bleibt. Die 
im Molekiil verankerte Phosphorsiiure verhindert also die Ver- 
einigung von Enzym und Substrat, entweder durch spezifische 
Wirkung oder durch ihren stark elektronegativen Charakter. 

Die besondere Bedeutung der Phosphorsiure fiir die Nucleo- 
sidasewirkung geht einmal aus den eben beschriebenen Verhilt- 
lissen und ferner aus ihren aktivierenden Eigenschaften klar 
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hervor. Die tieferen Zusammenhiinge dieser interessanten Befund 
bleiben noch aufzukliren. 

Die Menge der den Versuchen zugesetzten Substanzen is 
so berechnet, daB sie im Falle der Purinkérper einer etwa 40°/, igen 
Aufspaltung des betreffenden Nucleosids entspricht; alle tbrigey 
Substanzen sind gewichtsmiBig gleich der angewandten Substrat. 
menge. Substrat bei allen Versuchen ist Guanin-desoxyribosid 
Versuchsansatz normal. 


Tabelle XIII. Hemmbarkeit der Nucleosidase. 

















r Spaltung 

Nr. Zusatzstofft Lusatz Anfangs- “ anit Bi 

mg nee eem yA 

| 

1 os a 0,53 310 | 51 
2 Guanin . 1 2,23 162 {| 27 
8 Adenin. . . 1 0,60 2,41 | 40 
4 Hypoxanthin 1 0,96 1,45 | 24 
5 Xanthin 1 2,36 2,83 | 46 
6 Harnsiure 1 1,73 2,91 | 48 
7 Desoxyribose . 5 2,61 2,72 | 45 
8 Fructose 5 0,91 3,06 | 50 
9 Glucose ; 5 2,56 2,91 {| 48 
10 Urazil-ribosid . . . . 5 0,76 8,25 | 53 
11 Thymin-desoxyribosid 5 0,87 2,98 |; 49 
12 Cytosin-desoxyribosid 5 0,70 3,04 | 50 
13 Hefeadenylsiiure . 5 1,10 3,06 | 50 
14 Muskeladenylsiure . 5 1,25 3,06 | 50 
15 Ribodesose-adenylsiiure. 5 1,46 8,02 | 50 
16 Ribodesose-guanylsiiure 5 1,39 3,00 | 49 
17 Hefenucleinsiure 5 0,83 3,09 | 51 
18 Thymusnucleinsiure . 5 1,11 3,10 | 51 


VIII. Einheitlichkeit der Purinnucleosidase. 


Die mit Milznucleosidase und an Guanin-desoxyribosid ge- 
wonnenen Ergebnisse stehen in verschiedenen wichtigen Punkten 
im Widerspruch zu den Feststellungen, welche friihere Autoren 
mit Extrakten anderer Organe und mit Adeninribosid als Substrat 
erhalten hatten. Es war klarzustellen, einmal, ob Ribosid- und 
Desoxyribosidspaltung durch dasselbe oder durch verschiedene 
Fermente katalysiert werden und ferner, ob die wesentlichen 
Eigenschaften der Milznucleosidase auch bei Nucleosidase aus 
anderen Organen zum Vorschein kommen. Das Untersuchungs- 
ergebnis liBt sich in folgende Punkte zusammenfassen: 1. Milz- 
nucleosidase spaltet unabhingig vom Reinheitsgrad Riboside und 
Desoxyriboside mit annihernd gleicher Geschwindigkeit. 2. Das 
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'kinetische Verhalten liBt keine groBen Unterschiede zwischen 
 Ribosiden und Desoxyribosiden erkennen. 3. Die Hemmbarkeit 
durch Spaltprodukte (und durch Nucleotide) ist innerhalb der 
' Purinnucleoside unabhingig vom Substrat. 4. Nucleosidase aus 
2 Organen, die in Bau und Funktion sich wesentlich von der 
Milz unterscheiden, nimlich Niere und Herzmuskel, stimmen im 
_ Adsorptionsverhalten, in Aktivierbarkeit, p,-Optimum und Spezi- 
 fitit mit Milznucleosidase weitgehend iiberein. Aus der Zusammen- 
' stellung folgt die Einheitlichkeit der Nucleosidase. Beriicksichtigt 
ist nur die Purinnucleosidspaltung. 


Zu 1. Es wurden Parallelversuche angestellt mit Phosphat- 


| pufferextrakt aus frischer Milz, NaCl-Extrakt aus Trockenpulver 
| und Arsenateluat. Das Verhiltnis der Spaltungsgeschwindigkeiten 
| der sechs untersuchten Nucleoside erwies sich innerhalb der iib- 
® lichen Schwankungen als konstant. Zahlenangaben eriibrigen sich. 


Zu 2. Die Geschwindigkeit der Spaltung ist am Anfang bei 


' den Guaninnucleosiden gréBer als bei den Adeninnucleosiden. 
Sie fallt aber bei ersteren viel schneller ab wegen der starken 
' Hemmung durch Guanin. Der Reaktionsverlauf mit Adenin-ribosid 
| weist eine Induktionsperiode auf. Dadurch kénnen innerhalb eines 


bestimmten Spaltungsbereiches Konstanten erster Ordnung vor- 


 getiiuscht werden. 


Tabelle XIV. 


Spaltungsgeschwindigkeit von Ribosiden und Desoxyribosiden. 
Ferment: Milznucleosidase, m/20-Arsenateluat. Versuchsansatz normal. 

















73 Spaltung 
Substrat ; att ionaiames aaron, | 
in Min. eem WP : 
(;uanin-desoxyribosid 3 0,86 | 14 0,022 
* 15 245 | 40 0,015 
“ 30 2,87 47 0,009 
Guanin-ribosid 3 0,75 13 0,020 
a 15 2,18 38 0,014 
Ma 30 2,82 50 0,010 
Adenin-desoxyribosid 3 0,21 11 0,014 
a 15 0,68 34 0,012 
ia 30 0,97 49 0,010 
Adenin-ribosid 2 0,03 2 0,004 
5 0,18 10 0,009 
10 0,43 24 0,012 
30 0,92 51 0,010 
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Tabelle XV. pg-Abhingigkeit der Hypoxanthin-ribosidspaltung. 








ee SS SS 














Spaltung Spaltung 
Pu i ee es Pu aii er mes has 
ecm | +, ecm | "lo 
5,0 0,73 | 31 7,0 1,03 14 
5,9 0,83 | 36 7,4 0,96 4] 
6,5 1,08 | 46 8,0 0,85 7 


Ferment: m/20-Arsenateluat aus Milz. Versuchsansatz normal. Ein. 
stellung des py usw. wie in Kap. VI. Die py-Aktivititskurve des Hypo. 
xanthin-ribosids unterscheidet sich nicht von der des Guanin-desoxyribosids, 
Der elektrochemische Charakter der Purinkomponente scheint ohne Einfluf 
zu sein. 

Zu 3. Untersucht wurde die Spaltungsgeschwindigkeit des 
Hypoxanthinribosids und des Adenin-desoxyribosids in Gegenwart 
folgender Substanzen: Desoxyribose, Guanin, Adenin, Hypoxanthin 
und Ribodesose—Adenylsiiure. Die Ergebnisse entsprechen voll. 
kommen den in Tab. XIII fiir Guanin-desoxyribosid mitgeteilten, 
Von der Wiedergabe des Zahlenmaterials wird abgesehen. 


Zu 4. Nucleosidase aus verschiedenen Organen: 


Trockenpulver aus Niere und aus Herzmuskel wurden nach 
der fiir Milznucleosidase gegebenen Vorschrift mit Kochsalz ex- 
trahiert. Ein Teil des Extraktes wurde an Tonerde adsorbiert 
und mit m/20-Arsenat eluiert. Die NaCl-Extrakte, die Tonerde- 
restlésungen und die Eluate wurden auf ihre Wirksamkeit unter- 
sucht. Die Ergebnisse entsprechen (unter Beriicksichtigung des in 
Tab. III gegebenen Nucleosidasegehaltes) den Eigenschaften der 
Milznucleosidase. Die Dialyse der Eluate bewies, da8 als Aktivator 
Arsenat notwendig ist. Eine mit Eluat aus Niere aufgestellte 
py-Aktivititskurve hatte ihr Optimum bei p,, = 6,5. Die Spalt- 
barkeit der verschiedenen Purinnucleoside stand in dem bei Milz- 
nucleosidase gefundenen Verhiltnis. Herzmuskel und Niere eut- 
halten somit die gleiche Nucleosidase wie die Milz. Man dari 
das Resultat auch auf die anderen Organe iibertragen. 


IX. Uber Pyrimidinnucleosidase. 


Deutsch und Laser (a. a. O.) behandelten in der eingangs 
erwihnten Arbeit die enzymatische Spaltbarkeit von Pyrimidin- 
nucleosiden aus Thymusnucleinsiiure. Sie fanden, daB im roten 
Knochenmark ein Ferment vorhanden sei, welches die Pyrimidin- 
nucleoside schneller hydrolysiert als Adenin-ribosid und daf die 
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Niere das umgekehrte Verhalten zeige. Der Zuwachs der Reduk- 
tion wurde nach Shaffer-Hartmann ermittelt. Wie in Kap. I 
dargelegt ist, ist diese Methode zur Erfassung des Kohlenhydrats 
der Thymusnucleinsiure, der Desoxyribose, nicht geeignet. Doch 
kénnen jene Versuche wenigstens qualitativ als Nachweis fiir die 
enzymatische Spaltbarkeit von Pyrimidin-desoxyribosiden gelten. 


Gereinigte Milznucleosidase liBt die Pyrimidin-desoxyriboside 
unveriindert, wihrend sie Uridin in geringem aber einwandfreiem 
MaBe angreift. Die Schwerspaltbarkeit der Pyrimidinnucleoside 
durch Fermente hat eine Parallele in ihrer Widerstandsfahigkeit 
gegen chemische Agentien. Ks blieb aber zu entscheiden, ob neben 
einer Purin- noch eine besondere Pyrimidinnucleosidase besteht, 
oder ob die Nucleosidase ein einheitliches Ferment ist. Im letzteren 
Falle wire die Pyrimidin-desoxyribosidbindung enzymatisch iiber- 
haupt nicht spaltbar. 

Versuche zur Klirung der Frage wurden nach 2 Richtungen 


hin angestellt: EKinmal wurden Ausziige aus verschiedenen Organen 
und von verschiedenen Reinheitsgraden in ihrer Wirksamkeit 


auf Pyrimidinnucleoside gepriift; die Ergebnisse wurden mit der 


entsprechenden Purinnucleosidspaltung verglichen. Das zweite 


Kriterium war das Verhalten gegen die fiir die Purinnucleosid- 
spaltung charakteristischen Aktivatoren und Hemmungskérper. 
Die Untersuchungsergebnisse zeigen eindeutig, daB 
neben der hier beschriebenen Purinnucleosidase eine 


_ besondere Pyrimidinnucleosidase besteht. 


Das Studium der Pyrimidinnucleosidase iiberschreitet den 


| Rahmen der vorliegenden Arbeit. Es sind nur Versuche wieder- 
| gegeben, die sich unmittelbar auf die Unterscheidung der beiden 
_ Fermente beziehen. 


Tabelle XVI. 


Spaltbarkeit des Uridins durch Extrakte verschiedenen Reinheitsgrades 
und verschiedener Herkunft. 


Ausgangsmaterial fiir Enzymlésungen ist Organtrockenpulver von Milz, 
Niere und rotem Knochenmark. Letzteres ist gewonnen aus den spongidsen 


| Anteilen der Réhrenknochen von Kilbern. Ausziige aus dem Knochen- 
_ mark wurden hergestellt mit (der 40 fachen Menge) 0,85 °/,iger NaCl-Lésung, 
_ m20-Phosphat- und m/20-Arsenatlisungen von py = 7,0. Ein Teil der 
_ NaCl-Extrakte wurde in der iiblichen Weise durch Adsorption und Elution 
_ mit Arsenat bzw. Phosphat gereinigt. Die Trockengewichte der Rohextrakte 
| Stehen ungefihr in folgendem Verhiiltnis: Milz zu Niere zu Knochenmark 
_ Wie 3:5:6. Die Zahlen in Tab. XVI bedeuten Spaltungswerte. Substrat 
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ist Urazil-ribosid. Die Versuchsdauer betriigt 24 Stunden. Versuchsansat;: 
5 mg Substrat und 1 ccm Enzymlésung im Gesamtvolumen von 5 cem. 











R. Knochenmark Niere Milz 

Enzymlésung = |———|— ame deh sane 
cm | %, cm | %, em | %, 
Kochsalzextrakt . 0,38 9 1,28 28 061 | 14 
Phosphatextrakt . 1,31 30 2,62 60 122 | 28 
Arsenatextrakt. . 0,69 16 2,10 48 105 | 24 
Phosphateluat . . 0,78 18 2,37 54 101 | 28 
Arsenateluat . . 0,36 8 1,45 33 0,18 4 











Aus der Tabelle geht hervor, daB Uridin am besten dure) 
Niere hydrolysiert wird und nicht, wie die Purinnucleoside, dure 
Milz. Die Aktivitit des roten Knochenmarks tritt, besonders wen 
man die Trockengewichte beriicksichtigt, zuriick. Das Verhiiltnis 


der Spaltungsgeschwindigkeit von Purin- und Pyrimidinnucleosider, | 


das man findet durch Gegeniiberstellung der Zahlen aus Tab. II] 
und Tab. XVI, ist bei Niere so viel anders als bei Milz, daf die 
Annahme einer einheitlichen Nucleosidase nicht mehr gerechtfertiet 
ist. Arsenat beschleunigt die Uridinspaltung, jedoch ist Phosphat 
ein besserer Aktivator. Die Aktivierungsverhiltnisse sprechen in 
dem Sinne, daB der Mechanismus der Pyrimidinnucleosidspaltung 
ibnlich, aber nicht gleich ist dem der Purinnucleosidspaltuns. 
Durch Adsorption an Tonerde und Elution mit Phosphat oder 
Arsenat kann man auch Pyrimidinnucleosidase reinigen. Die 
Elutionsausbeuten sind unter den angewandten Bedingungen ge- 
ringer als bei Purinnucleosidase. Das Beispiel der Milz zeigt 
deutlich, daB Phosphat viel besser eluiert als Arsenat. Das Phos- 
phateluat spaltet Uridin verhiltnismaibig stark, das Arsenateluat 
nur noch ganz schwach. Aus diesem Grunde ist durch die m 
Kap. IV beschriebenen Reinigungsmethoden Purinnucleosidase aus 
Milz fast vollstandig frei von Pyrimidinnucleosidase erhalten worden. 

Ein hervorragendes Argument fiir die Existenz einer besonderet 
Pyrimidinnucleosidase ist der Hemmungsyersuch mit Guanin, Zu- 
satz von 1 mg Guanin setzt die Spaltung eines Purinnucleosids 
im Normalversuch von 50°/, auf etwa 25°/, herab. Macht mat 
denselben Versuch mit Uridin als Substrat, so bleibt die Spaltung 
so gut wie unverandert. Die experimentellen Werte sind: 1,77 ccm 
Reduktionszuwachs ohne, und 1,62 ccm mit Guanin, bei Verwendung 
von m/20-Arsenateluat aus Niere und einer Versuchsdauer vol 
24 Stunden. Wire Uridin das Substrat einer einheitlichen Nucleo- 
sidase, so miBte es als Substrat geringerer Affinitaét in seime! 
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Hydrolysierbarkeit noch stirker gehemmt sein als Guanin-desoxy- 


ribosid. 
Die enzymatische Hydrolyse des Uridins verliuft auch in 


' Gegenwart der’ gut wirkenden Nierenextrakte langsam im Vergleich 
ju der eines Purinnucleosids. Noch viel schwerer sind die Pyri- 
| midin-desoxyriboside spaltbar. Fir Cytosin-desoxyribosid betrug 
' der héchste bis jetzt erzielte Ausschlag unter den iiblichen Be- 
dingungen 0,4 ccm n/100-J,. Dagegen ist die enzymatische Spalt- 
 barkeit des Thymosins gesichert. Von den untersuchten Trocken- 
organen am wirksamsten ist das aus Niere: Ein m/20-Arsenat- 
| extrakt ergab nach 24 Stunden einen Zuwachs von 0,85 cem J,; 
' Extrakte aus Knochenmark- oder Milzpulver einen Zuwachs von 
_hichstens 0,3 com J,. Bessere Werte leferten hier Extrakte aus 
irischem Knochenmark (hergestellt nach Deutsch und Laser), 
' doch wurden die Spaltungswerte des Uridins in keinem Falle 
' erreicht. 


Es ist auffallend, daB die Pyrimidin-desoxyriboside so viel 


schwerer gespalten werden als Uridin, besonders, wenn man daran 
'denkt, daB in der Purinreihe Riboside und Desoxyriboside mit 
sleicher Geschwindigkeit der Hydrolyse anheimfallen. Vielleicht 
‘liegt die Ursache in einer verschiedenartigen Verkniipfung der 
' Pyrimidinkomponente mit dem Kohlenhydrat. In diesem Falle wire 
eine weitergehende Differenzierung des die Pyrimidinnucleoside 
abbauenden Enzyms nicht ausgeschlossen. 


Zusammenfassung. 
1. Es wird eine Mikromethode beschrieben, die gestattet, die 


'enzymatische Spaltung sowohl von Desoxyribosiden als auch von 
| kibosiden quantitativ zu erfassen. 


2. Durch Trocknung gefrorener Organe erhilt man ein voll- 


| aktives und konstantes Ausgangsmaterial fiir Nucleosidase. 


3. Die nucleosidasereichsten Organe sind Milz, Lunge, Leber 


und Herzmuskel. 


4. Durch Adsorption an Tonerde und Elution mit neutralen 
Arsenat- und Phosphatlésungen lassen sich hochaktive Enzym- 
ljsungen herstellen. 

d. Arsenation (in geringem MaBe auch Phosphation) ist der 
Aktivator der Nucleosidase. 

6. Substrate der beschriebenen Nucleosidase sind die Purin- 
nucleoside. Pyrimidinnucleoside, Nucleotide und Nucleinsiuren 
sind nicht spaltbar. 


10* 
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7. Guanin und Hypoxanthin hemmen die Nucleosidase seh; 
stark, Adenin hemmt weniger stark. Desoxyribose hat nur geringe 
Wirkung. Wirkungslos sind Pyrimidinnucleoside und die Nucleotide 

8. Die Identitaét der Purinnucleosidase verschiedener Organe 
sowie der Ribosid- und Desoxyribosidnucleosidase wird nach. 
gewilesen. 

9. Neben der Purinnucleosidase existiert eine besondere Pyri. 
midinnucleosidase. Sie ist in Niere stiirker vertreten als in Mil; 
und in rotem Knochenmark. Durch die beschriebenen Reinigungs. 
methoden wird sie von der Purinnucleosidase abgetrennt. 


Ich danke Friulein Irene Groner fiir die tatkriftige Hilfe bei der 
Durchfiihrung der Versuche. 
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Uber den Nucleinstoffwechsel. 


IV. Mitteilung: Uber die oxydative Desaminierung von Nucleinsdure 
mit organischen Katalysatoren. 


Von 


Katashi Makino. 


(Aus der Inneren Abteilung des Dairen-Hospitals, Dairen, Siidmandschurei.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Dezember 1934.) 


Uber die fermentative Desaminierung von Nucleinsiure liegen 
bereits eine Reihe von Versuchen vor, jedoch ist von einer oxy- 
dativen Desaminierung mit organischen Katalysatoren unseres 
Wissens bisher nichts bekannt gewesen. Immer handelte es sich 
um eine Hydrolyse. Dies ist der Fall, wenn die Nucleinsiure 
unter der Wirkung der Organextrakte bei Abwesenheit von Sauer- 
stoff leicht Ammoniak bildet, wenn Adenin in Hypoxanthin 
iibergeht. 

Andererseits ist vor einigen Jahren von Kisch festgestellt 
worden, da Adrenalin imstande ist, die Desaminierung von 
Glykokoll bei Anwesenheit von Sauerstoff zu katalysieren. Kann 
auch die Nucleinsiiure oxydativ desaminiert werden? In dieser 
Richtung von uns angestellte Versuche ergaben, dab unter ver- 
schiedenen Bedingungen von ihr durch organische Katalysatoren 
Ammoniak gebildet wird. 


Uber den Mechanismus der Desaminierung li8t sich noch nichts 
genaues sagen. Nach der Auffassung von Wieland und Bergel wiirde 
bei der Desaminierung von der Aminosiiure zunichst die Iminosiiure gebildet. 
a-Aminoisobuttersiure verhiilt sich dementsprechend unter den gleichen Be- 
dingungen (an Tierkohle im Modellversuch), unter denen die natiirlichen 
Aminosiuren leicht oxydativ abgebaut werden, vollstiindig resistent. Diese 
Tatsache wurde von H. Wieland als schéner Beweis seiner Auffassung fiir 
die Dehydrierungstheorie angefiihrt. 

Aber auch die a-Aminoisobuttersiiure kann nach Langenbeck durch 
Chinon desaminiert werden. Langenbeck nimmt zur Erklirung dieser 
Tatsache an, daB die Dehydrierung der «-Aminoisobuttersiure an der 
—NH,-Gruppe einsetzt. Auch der Mechanismus der oxydativen Desami- 
nierung der Nucleinsiure entspricht nicht dem Reaktionsschema von 
Wieland, da Wasserstoff dem C-Atom fehlit, welches die NH,-Gruppe 
trigt. Die Dehydrierung verliuft wahrscheinlich tiber ein Radikal mit 
eiuwertigem Stickstoff. 
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Uber die Desaminierung der Nucleinsdure durch Chinon. 


Es wurden Hefenucleinsiure, Thymonucleinsiure und Guanyl. 
siure gepriift. Nucleinsiuren allein gaben auch in Kontroll. 
versuchen ohne Chinon Ammoniak ab. Diese Werte sind bei dey 
nachstehenden Versuchen schon abgezogen. 


1. Versuch mit Hefenucleinsiure. 


a) In einem Kolben mit RiickfluBkiihler wurden 2 g Hefenucleinsiiure 
(lufttrocken) unter Zusatz von wenig Natronlauge in 90 ccm Wasser gelist 
und 2g Chinon hinzugegeben. Dann wurde das Gemisch unter Stickstof. 
atmosphiire wihrend 6 Stunden zum Sieden erhitzt. Das dabei entstandene 
Ammoniak wurde unter Zusatz von 4g gebrannter Magnesia in n/10-H( 
abdestilliert. Es sind 6,5 cem n/10-NH, gebildet worden. Das entstandene 
Ammoniak wird wahrscheinlich teilweise zu sekundiren Reaktionen ver. 
braucht, da Ammoniak ja mit Chinon reagiert. 


b) 2g Hefenucleinsiure + 4 g Chinon ergaben nach 6 Stunden 8,4 cen J 


n/10-NH,. 
2. Versuch mit Thymonucleinsiure. 


Die Versuchsanordnung war dieselbe wie in Versuch 1. 

a) 2g Thymonucleinsiure + 2 ¢ Chinen ergaben nach 6 Stunden 
5,2 cem n/10-NH;. 

b) 2 g Thymonucleinsiiure + 4 g Chinon ergaben nach 6 Stunden 
7,7 cem n/10-NH;. 


3. Versuch mit Guanylsiure. 


1g guanylsaures Natrium (lufttrocken) + 2g Chinon ergaben nach 
4 Stunden 3,2 ccm n/10-NH,. 


B. Uber die Wirkung von Isatin auf Nucleinsdure. 


Die Methode war dieselbe wie im Versuche A. 

a) 2g Hefenucleinsiure + 2g Isatin ergaben nach 2 Stunden 0,2 ccm 
n/10-NH,. 

b) 2 g Thymonucleinsiiure + 4 g Isatin ergaben nach 2 Stunden 0,3 cem 
n/10-NH,. 


Die Wirkung von Isatin ist also nicht deutlich. 


C. Uber die Wirkung von Tierkohle und Methylenblau 
auf Nucleinsaure. 


Die Versuche wurden in einer Apparatur mit RiickfluBkiihler 
ausgefiihrt. Die dazu verwandte Tierkohle war sorgfiltig gereinigt. 
Tierkohle mit Methylenblau allein, sowie Tierkohle mit Nuclein- 
siure allein geben auch im Blindversuche in geringer Menge 
Ammoniak ab. Diese Werte sind bei den nachstehenden Ver- 
suchen schon abgezogen. 
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a) 0,5 g Methylenblau + 4 g Tierkohle (Merck, Carbo Animalis puris.) 
2g Hefenucleinsiure (gelést in 90 com Wasser unter Zusatz von wenig 
Natronlauge) ergaben nach 12 Stunden 2,8 ecm n/10-NHg,. 


b) 0,5 g Methylenblau + 2g Tierkohle + 2g Thymonucleinsiiure (ge- 
jést in 90 cem Wasser unter Zusatz von wenig Natronlauge) ergaben nach 
17 Stunden 3,1 cem n/10-NH,. 


D. Uber die Desaminierung durch Oxybenzole. 


Die Versuchsanordnung war fast dieselbe wie in den Ver- 
suchen von Bruno Kisch und T. Leibowitz. Als Pufferlésung 
yverwendeten wir das Sédrensensche Phosphatgemisch. Es wurden 
Adrenalin, Pyrogallol, Phloroglucin, Orcin, Hydrochinon, Resorcin, 
Ephedrin, Guajakol gepriift. Wiahrend der Dauer des Versuches 
wurde ein langsamer Luftstrom durchgeleitet. Zum Auffangen von 
entstehendem Ammoniak dient n/200-Schwefelsiure. Ohne Durch- 
liiftung ist auch nach 3 Stunden die Ammoniakbildung sehr gering. 
Daher ist fiir die Oxydationskatalyse der Oxybenzole die Annahme 
berechtigt, daB sie unter Ubergang in ein chinoides System als 
Sauerstoffiibertriger zur Desaminierung befahigt sind. 


1. Versuch mit Adrenalin. 


Zu je 5ecm 5° iger Natriumnucleinatl6sung und 5 cem Phosphat- 
gemisch (py 7,5) wurden 5 cem einer 0,1 °/,igen Adrenalinlésung gegeben, 
Temperatur 50°. Nach 3 Stunden Durchliiftung 4,9 cem n/200-NH, gebildet. 


2. Versuch mit Pyrogallol. 


a) KinfluB der Wasserstoffionenkonzentration. Versuchsansatz in den 
gleichen Mengen wie 1. Dauer 6 Stunden bei 50°. 

Wie der folgende Versuch zeigt, ist das py, von 7,2 das Optimum 
der Desaminierung. 














Pu | 4,1 | 6,0 | 7,2 | 1,1 | 7,9 | 8,2 | 9,0 
Spaltung in cem , _ 
n/200-NH, | 5,2 6,8 9,1 4,8 7,1 | 7,0 1,2 











b) Einflu8 der Nucleinsiurekonzentrationen. Je geringer die Substrat- 
konzentration ist, desto gré8er ist der prozentuelle Wert der Spaltung. 

Ansatz: 5 cem Natriumnucleinatlésung von steigender Konzentration 
+5 ecem Phosphatgemisch (py 7,5) + 5cem 1°/,iges Pyrogallol. Versuchs- 
dauer 8 Stunden bei 80°. 

Um den prozentuellen Wert der Spaltung zu ermitteln, mu8 in Be- 
tracht gezogen werden, daB */,, des Gesamtstickstoffs der Hefenucleinsiure 
von Merck, welche 11,5°/, N und 5,86 °/, P enthilt, sich auf die nicht 
im Kern befindliche Aminogruppe bezieht. 
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Prozent der Spaltung 
Nucleinatlésung o, 
5 2,5 
3 3,7 
2 8,7 
1 4,2 





c) EinfluB der Temperatur. Ansatz wie gewohnlich. Dauer des Ver. 
suchs 3 Stunden. 


Je héher die Temperatur ist, desto gréBer ist die Spaltung. 








Temperatur ecm n/200-NH, Temperatur ecm n/200-NH, 
20° 0,4 70° 5,5 
40 1,1 80 6,7 
50 2,1 90 8,2 
60 4,5 














3. Versuch mit anderen Oxybenzolverbindungen. 


Resorcin wirkte in gleicher Weise wie Hydrochinon. Phloroglucin, 
sowie Orcin gaben nur ganz schwache Wirkung. Ephedrin und Guajakol 
erwiesen sich als wirkungslos. 

Ansatz wie gewohnlich. Zeitdauer 8 Stunden. Temperatur 70°. 








Reaktion mit Nesslers 
Reagens auf NH, 
Phloroglucin + 
Orein. ... 4 
Hydrochinon + 
Resorcin + 
Ephedrin 
Guajakol - 
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Uber die Schweinenieren-Phosphatase. 
Von 
H. Késter und Th. Bersin. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Marburg a. d. L.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Dezember 1934.) 


Von Waldschmidt-Leitz und Mitarbeitern') waren Mes- 
sungen bekannt, die eine Hemmung von Phosphatasen ver- 
schiedener Herkunft durch Thiolverbindungen zeigten. Damit 
schien die Méglichkeit gegeben, durch Verwendung der beim 
Papain?) benutzten Oxydations- und Reduktionsmittel, besonders 


der Organoarsenverbindungen, die Wirkungsweise der hem- 


menden Mercaptane und damit vielleicht auch der Phosphatase 
selbst zu studieren. Die eigenen Versuche mit Glutathion GSH 
und a-Thiomilchsaure lieBen aber sichere Effekte vermissen °). 
Derart starke Hemmungen, wie sie von Waldschmidt-Leitz 
und Mitarbeitern gefunden waren (z. B. Abnahme der Hydrolyse 
von 19°/, auf 7°/,) lieBen sich in keiner Weise reproduzieren 
(vgl. die folgende Tabelle). Von Lohmann‘) ist inzwischen an- 
gegeben worden, daf die Aktivitiit der Phosphatase der Kaninchen- 
niere bei p,, = 7,4 durch Glutathion (mit und ohne FeSQ,) 
gar nicht, durch Cystein in doppelter molarer Konzentration 
nur wenig gehemmt wird. 

Als Enzympraparat diente fiir unsere Versuche ein nach 
Erdtmann®) aus Schweinenieren durch Autolyse und Alkohol- 
fillung bereitetes Organpulver, das durch Eluieren mit verdiinn- 
tem Ammoniak eine gut wirksame Phosphataselésung ergab. Als 





') Naturw. 20, 122 (1932); Diese Z. 214, 75 (1933). 

*) Bersin u. Logemann, Diese Z. 220, 209 (1933); Bersin, Diese Z. 
222, 177 (19383). 

5) Vgl. die kurze Angabe in der zuletzt zitierten Arbeit. 

*) Biochem. Z. 262, 157 (1933). 

») Diese Z. 172, 182 (1927). 
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Substrat wurde eine 0,2 molare Natriumglycerophosphatlésun, 
benutzt, als Puffergemisch Veronalnatrium—Salzsiiure von einen 
Py = 8,6. 

Als MaB fiir die Aktivitiit der Phosphatase diente die jy 
1 Stunde bei 40° aus dem Phosphorsiiureester in Freiheit gesetzte 
Menge anorganischen Phosphats. Bestimmt wurde der Phosphor 
auf colorimetrischem Wege nach Dunajew!). Besonders bequen 
lieBen sich diese Messungen mit dem Absolutcolorimeter von Leitz 
nach Thiel’) ausfiihren, das die so wenig haltbaren Vergleichs. 
lésungen unnétig machte. 


Ansatz: 5,0 cem Phosphataselésung + 15 ccm 0,2 mol. Natriumglycero 
phosphatlésung (Merck) + 10 ccm Veronalpuffer + 0,1 ccm 
2°, ige MgSO,-Liésung + Zusatz, zu 45 cem mit destillierten 
Wasser aufgefiillt. Temperatur 40°. — Nach 1 Stunde wurde 
1cem des Reaktionsgemisches mit (NH,),.MoO, und SnCl, be- 
handelt und colorimetriert. — Die in Gegenwart der Thiol. 
verbindungen ohne Enzym ermittelten Blindwerte wurden in 
diesen Versuchen abgezogen. 

















laos mg Pp. aus 
— anorg. Phosphat 
Phosphatase ohne Zusatz. . . . 45,70 
+5cem Glutathionlésung (neutralisiert) = = 30, 6 mg GSH 45,70 
+ 0,5 eem 0,2 mol. CH, CHSHCOOH ne 42,70 
+ 1cem 0,2 "mol. CH, CHSHCOOH (neutr.). . 39,00 
+1cem 0, 1 mol, HOOCCH( CH ,)SS(CH,)CHCOOH ‘(neutr.) 49,20 





Die Untersuchungen zeigen, dai das Glutathion die Phos- 
phatase beim optimalen p,, gar nicht, die Thiomilchsiure 
nur wenig hemmt und die Dithiodilactylsiure nur wenig 
aktiviert. 

Auch durch Oxydationsmittel wie Hydroperoxyd, Selenit 
und Arsinsiuren lieB sich die Phosphatase nicht wesentlich 
beeinflussen, ebenso nicht durch die Reaktionsprodukte von Thiolen 
mit Arsinsiuren oder Disulfid mit Arsinoxyd. In der folgenden 
Versuchsreihe wurden die gleichen Ansiitze benutzt, wie sie in 
der vorigen T'abelle beschrieben worden sind. 


') Z. anal. Chem. 80, 252 (1930). 

*) Z. Elektrochem. $8, 621 (1932); Marb. Sitzungsber. 67, 11 (1932). 
Fiir die Uberlasssung des Colorimeters und der bendétigten Graufilter- 
lésungen sind wir Herrn Prof. Dr. A. Thiel zu ganz besonderem Danke 
verptlichtet. 
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idles mg P aus 
—_— iia iit ict 
Phosphatase ohne thetits . et da wah, 3. 00K ke Se | 45, 70 
|, +5,0ecem 0,5 mol. Hydroperoxyd ........ 45,70 
y, + 5,0 cem 0,0001 mol. NaHSeO, ......... 45,70 
5, + 5,0 cem 0,2 mol. H,NC,H,AsO,H, ....... 45,70 
4, + 0,5 eem 0,2 mol. CH, CHSHCOOH + 5 ccm 
0, 02 mol. H, NC,H, AsO, ik. a ee es or 42,70 
5, + 1,0 cem 0,2 mol. CH, CHSHCOOH + 5d cum 
0,02 mol. HH, NCO,H. AsO, ee ‘eed 38,30 
6. + 1,0 ecem 0,2 mol. CH, CHSHCOOH + 5 com 
0,01 mol. Spirocid. .. 39,40 
7. + 1,0cem 0,1 mol. HOOCCH(CH,)SS\CH,) \CHCOOH 
4-5 cem 0,02 mol. H,NC,H,AsO . . . ee 47,1 


Kirzlich haben nun Schaffner und | Bauer) von neuem die 
Kinwirkung von Cystein auf Phosphatase studiert. Sie geben 
zwar zu, daB bei neutraler Reaktion keine Einwirkung von Thiolen 
auf die Phosphatase zu beobachten ist, wollen aber bei p,, = 8,8 
mit Cystein eine starke Hemmung nachgewiesen haben. Bei den 
Versuchen wurden jedoch das physiologische Ma bei weitem 
iibersteigende Mengen Thiol (auf 5,4 com Gesamtvolumen 10 mg 
Cystein—Chlorhydrat) benutzt. 

Um die Verhiltnisse noch einmal zu iiberpriifen, ist von uns 
mit einem neuen Enzympriparat aus Schweinenieren die Kin- 
wirkung von Glutathion (La Roche) in mehreren Konzentra- 
tionen untersucht worden, da die Aktivititsbeeinflussung durch 
dieses natirlich vorkommende Thiol wichtiger erschien, als die 
mit dem durch brutale Methoden aus Proteinen herausgeschlagenen 
Cystein. 

Die Bestimmung des gebildeten anorganischen Phosphats 
wurde in diesem Falle zur Sicherheit nach der gravimetrischen 
Methode von Embden ausgefiihrt. 

Ks zeigte sich bei den verwendeten Mengen von 30,6 mg GSH 
pro 50 ccm Ansatz keine EKinwirkung, héchstens eine geringe 
Aktivierung. Erst bei einer unphysiologischen Konzentration von 
306 mg Glutathion pro 50 ccm Ansatz war eine Schidigung zu 
bemerken, die aber auch in diesem Fall nicht den Wert von 60°/, 
erreichte, den Schaffner und Bauer fiir das Cystein angeben. 
Erwithnt sei, daB Kaliumcyanid auf die Glycerophosphatase 
aus Schweinenieren schwach hemmend wirkt. 





') Diese Z. 225, 245 (1934). 
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Ansatz: 15,0 cem 0,2 mol. Glycerophosphat + 10,0 cem Veronalpuffe; 
+ 5,0cem Fermentlésung + 0,2ccm 2°/, ig. MgSO,-7H,O-Lésung 
+ Zusitze. Gesamtvolumen 50 cem. py = 8,6. Temp. 40°. 








ene 











Zusitze vi aay 
anorg. Phosphat 
Phosphatase ohne Zusitze . . . eo Soe ER 17,92 
+ 30,6 mg Glutathion (neutralisiert) . Ys ad oe 20,6 
+ 30, 6 mg - " ee ea a oe 20,2 
+ 306 mg . i Ae eet eM 13,4 
+ 2 cem 0,001 mol. KON-Lésnng . ere a eee 16,8 


Die vorstehenden Beobachtungen zeigen, daB bei der Phos- 
phatase aus Schweinenieren nicht dieselben Verhiltnisse wie 
beim Papain vorliegen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir ergebenst fiir die Uberlassung von Apparaten. 
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Fig. 1. 





Fig: 2. 


Ribodesose-adenylsaures Calcium, 


Hopne-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CCXXXI. Tafel I. 
Zu ,W. Klein und 8S. J. Thannhauser, 
’ nerimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel. XXXV*. (5S. 96.) 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin. 











Hig. 3, 
Ribodesose-Cytidylsiiure. 





Fig. 4. 
Thymosinphosphorsaures Barium. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCXXXI._ Tafel! I]. 


Zu ,W. Klein und 8S. J. Thannhauser, 
Experimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel. XXXV*.  (S. 96.) 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., ‘erlis 
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Die Umwandlung von Inosit. 
I, Die Oxydation von Inosit durch Rattengewebe. 


Von 
N. Das und B. C. Guha. 
Mit 12 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium 
der Bengal Chemical and Pharmaceutical Works Ltd., Calcutta. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. November 1934.) 


Die weite Verbreitung von Inosit in der belebten Natur 


‘kénnte auf seine wichtige Rolle bei irgendwelchen wesentlichen 


Vorgingen hinweisen. Seine Umwandlung in verschiedenen tie- 
rischen und pflanzlichen Geweben ist von Needham (1926) 


untersucht worden, aber seine wirkliche Bedeutung ist noch nicht 


aufgeklirt. In der vorliegenden Arbeit haben wir uns mit der 
Lisung dieser Frage beschiaftigt und Oxydationsversuche mit Ge- 
hirn-, Herz-, Nieren- und Lebergewebe von Ratten angestellt. 


‘Dabei fanden wir, daB Inosit im allgemeinen durch diese Organe 


oxydiert wird, durch Lebergewebe allerdings nur in sehr geringem 
MaBe. Weitere Untersuchungen sind im Gange. 


Versuche. 


Sauerstoffaufnahme in der Warburg-Apparatur mit dem einfachen 
Manometer. Die RespirationsgefiBe enthielten Luft und hatten einen seit- 
lichen Ansatz und eine Innenrédhre zur Aufnahme von Alkali. Wo nicht 
anders erwihnt, wurde nur in die Innenrdhre ein mit 20°/, iger Kalilauge 
getriinktes Stiick stirkefreien Filtrierpapiers gesteckt. Die Respirations- 
gefiBe wurden mit 110 Schwingungen in der Minute geschiittelt; Tem- 
peratur 37,3° (+ 0,1). : 

Als Versuchstiere dienten ausgewachsene weibe Ratten, die mit ge- 
wohnlicher Mischdiit ernihrt waren. Totung durch Nackenschlag; Zeit 
vom Tod des Tieres bis zum Beginn des Versuches so kurz wie méglich 
vehalten. 


A. Rattengehirn. Nach Offnung des Schiidels wurde das von 
Haut und Blut befreite Gehirn mit der Schere fein zerschnitten, 
in zwei moglichst gleiche Teile geteilt und in den vorher tarierten 
GefiBen gleichmiBig ausgebreitet. Es gelangten immer nur kleine 
il 
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Organmengen (0,1—0,2 g) zur Anwendung. Die Suspensions- 
fliissigkeit war eine Mischung von Phosphat-Puffer und Ringer- 
Locke-Lisung, und zwar enthielt jedes Versuchskélbchen je 
1ccm Phosphatpuffer (p,, = 7,4), 1ccm Ringerlésung und 0,5 com 
m/10-Inosit, die Kontrolle statt der Inositlésung nur 0,5 ccm 
destilliertes Wasser. In die Innenréhre jedes Kélbchens kamen 
0,2 ccm Alkali. 


Vergleichsweise arbeiteten wir auch mit zerkleinerten Or- 
ganen, die zweimal mit Ringer-Locke-Lésung (je 70 ccm fiir 1 ¢ 
Substanz) gewaschen und zentrifugiert waren. 


Obwohl natirlich bei den verschiedenen Gehirnen Unter- 
schiede in der Sauerstoffaufnahme gefunden wurden, so beweist 
doch die regelmaBig beobachtete Erhéhung des O,-Verbrauchs bei 
Gegenwart von Inosit, da8 Inosit durch Rattenhirn oxydiert wird. 
Doppelbestimmungen ergaben iibereinstimmende Resultate. In 
Fig. 1 sind die durchschnittlichen Sauerstoffwerte mit un- 
gewaschenem zerkleinerten Gehirn wiedergegeben. Ganz ihnlich 
verlief die Oxydation mit gewaschenem Gehirn, wie aus Fig. 2 
und 3 zu ersehen ist. | 


Die folgenden Versuche sind insofern etwas abgeindert, als 
0,3 ccm Alkali (statt 0,2) und 1,5 ccm Ringerlésung (statt 1 ccm) 
verwendet wurden. Auch hier zeigte sich deutlich ein erhdhter 
Sauerstofiverbrauch durch Inosit, Fig. 4. 
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Fig. 1. Sauerstoffverbrauch fiir 
0,1 g Gehirn (ungewaschen). 
Kurve 1. Gehirn + Inosit 

Kurve 2. Gehirn allein. 


Fig. 2. Sauerstoffverbrauch fiir 
0,1 g Gehirn (gewaschen). 
Kurve 1. Gehirn + Inosit 
Kurve 2. Gehirn allein. 


Fig. 3. Sauerstoffverbrauch fit 
0,1 g Gehirn (gewaschen). 
Kurve 1. Gehirn + Inosit 
Kurve 2. Gehirn allein. 
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Die Umwandlung von Inosit. 
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Fig. 5. 
Kurve 1. Herzmuskel + Inosit 


' Fig. 4. Sauerstoffverbrauch fir . 
Fig - Kurve 2. Herzmuskel allein. 


0,1 g Gehirn (gewaschen). 
Gehirn + Inosit 
Gehirn allein. 


Kurve 1. 
Kurve 2. 
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Fig. 7. Sauerstoffverbrauch fiir “| 1 
0,1 g Herzmuskel (gewaschen). WW Poise. M, inuten | 
Kurve 1. Herzmuskel + Inosit 0 60 120 BO 2%) 


fnrva Oo ) > >} 
Kurve 2. Herzmuskel allein. Fig. 8. Sauerstoffverbrauch 


pro mg trocknes Nierengewebe. 
Kurve 1. Nierenschnitte + Inosit 
Kurve 2. Nierenschnitte allein. 
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Fig. 11. Sauerstoffverbrauch 
fiir 0,1 g Leber (gewaschen). 


Kurve 1. Leber + Inosit 
Kurve 2. Leber allein. 
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Fig.10. Sauerstoffverbrauch fiir 
0,1 g Niere (gewaschen). 


Kurve 1. Niere + Inosit 
Kurve 2. Niere allein. 
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Sauerstoffverbrauch fiir 
0,1 g Herzmuskel (ungewaschen). 
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Fig. 6. Sauerstoffverbrauch fiir 
0,1 g Herzmuskel (ungewaschen). 
Kurve 1. Herzmuskel + Inosit 

Kurve 2. Herzmuske! allein. 
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Fig. 9. Sauerstoffverbrauch fiir 


0,1 g Niere (gewaschen). 
Kurve 1. Niere + Inosit 
Kurve 2. Niere allein. 
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Fig 12. Sauerstoffverbrauch 

pro mg Leber. 
Leberschnitte + Inosit 
Leberschnitte allein. 


st ag 


Kurve 1. 
Kurve 2. 





160 N. Das und B. C. Guha, Die Umwandlung von Inosit. 


4 


B. Rattenherzmuskel. Das Herz wurde in 2—3 Teile zerleg; 
und das Blut durch Pressen zwischen Filtrierpapier entfernt, 
Dann wurde das ganze Organ mit der Schere zerkleinert und in 
der iiblichen Weise in den RespirationsgefiBen verteilt. Sus. 
pensionsfliissigkeit und Alkali wie bei den letzten Gehirnversuchen, 
Auch die Auswaschung des Organs erfolgte genau wie beim Gebhirn, 
Die Sauerstoffaufnahme ist in den Fig. 5, 6 und 7 aufgezeichnet. 
Also auch Herzmuskelgewebe oxydiert Inosit, wie der vermehrte 
Sauerstoffverbrauch beweist. 


C. Andere Organe. Entsprechend den obigen Versuchen wurde 
auch Nieren- und Lebergewebe von Ratten untersucht. Die 
Nieren wurden entweder ~ zerkleinert oder nach Warburg 
(1923) in Querschnitte — mit der Rinde — zerlegt. Nach allen 
Versuchen, in denen Nierenschnitte verwendet wurden, wurden 
diese zweimal mit destilliertem Wasser gewaschen und dann im 
Damptbad getrocknet. Alle anderen MaBnahmen wie beim Herz- 
muskel. Die Ergebnisse sind aus Fig. 8, 9 und 10 zu ersehen. 


Die Leber wurde vor dem Zerkleinern durch Pressen zwischen 
Filtrierpapier vom Blut befreit. In Fig. 11 ist der Sauerstofi- 
verbrauch bei Anwendung von jein zerschnittener Leber wieder- 
gegeben; Fig. 12 zeigt die Ergebnisse mit Leberschnitten. Auch 
in den Leberversuchen ist zwar ein erhdhter Sauerstofiverbrauch 
wahrzunehmen, jedoch in weit geringerem MaBe als bei den andern 
Organen. 


Zusammentassung. Inosit wird durch Gehirn-, Herz-, 
Nieren- und Lebergewebe weiber Ratten oxydiert; die Oxydation 
ist am geringsten mit Leber. Die Gegenwart eines Inosit-oxy- 
dierenden Systems scheint durch diese Versuche bewiesen. 


Literatur. 


Needham, Ergebn. d. Phys. 25, 1 (1926). 
Warburg, Biochem. Z. 142, 317 (1923). 
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3,4-Dioxyphenylessigsaure, 
ein Stoffwechselerzeugnis des Mehlkafers (Tenebrio molitor L) 
und ihr Feinnachweis. 
Von 
Hans Sehmalfa8 und Gertrud BuBmann. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitat.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Dezember 1934.) 


Wir haben gezeigt}), daB die Farbvorstufe 3,4-Dioxyphenyl- 
essigsiure in den Fliigeldecken des toten Mehlkifers vorhanden 
ist. Aus 19000 Fliigeldecken (85 g) erhielten wir 35 mg Siure. 
Es war nicht moéglich, fir das damalige Verfahren genug lebende 
Mehlkifer gleichzeitig zu bekommen und zu verarbeiten, um aus- 
sagen zu kénnen, daB die 3,4-Dioxyphenylessigsiiure schon in den 
Fliigeldecken der lebenden Kifer als Stoffwechselerzeugnis vor- 
kommt. Daher lag der EKinwand nahe, urspriinglich sei die be- 
kannte Farbvorstufe Dioxyphenylalanin’) in den Fliigeldecken 
vorhanden gewesen und etwa entsprechend dem Neubauer- 
Knoopschen Abbau, teilweise in 3,4-Dioxyphenylessigsiure iiber- 
gegangen, die wir dann gefunden hiitten. 

Um diesen Einwand zu priifen, schufen wir einen Feinnachweis, 
wofir 20 Fliigeldecken des Mehlkifers ausreichen. Hierdurch 
wird zugleich ein groBer Kreis von Aufgaben lésbar. Zwar sind 
0-Dioxybenzol-Stoffe als Farbvorstufen besonders im Kiaferreich 1’) 
weit verbreitet, aber man brauchte Tausende der gleichen Art 
fiir eine Untersuchung. Daher muSte man sich auf Kifer be- 
schrinken, die massenhaft auftreten. Jetzt ist das ganze Kifer- 
reich auBer seltenen und kleinsten Arten erschlossen: Werden, Sein 
und Vergehen der 3,4-Dioxyphenylessigsiiure, ihre Verteilung inner- 
halb eines Tieres, Beziehungen zwischen Vorkommen der Siure 
und Festigkeit oder Durchsichtigkeit des Hautpanzers, die Ver- 
breitung der Siure innerhalb verschiedener Familien, Gattungen 
und Arten oder in Kifern verschiedener Landstriche, das alles 
kann jetzt erforscht werden. 
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Grundlagen des Verfahrens. 0,01—1 mg 3,4-Dioxyphenylessig. 
siiure, und wohl auch Shnliche Stoffe, lassen sich aus etwa 0,2 
Hautpanzer in 3 Stunden abscheiden. Man reinigt durch Empor- 
dampfen (Empordestillieren) oder, wenn nétig, durch Umlisen, 
Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt*) nebst einigen Umsetzungen 
geniigen dann, den Stoff zu erkennen. Beim Empordampfen sind 
3 Schwierigkeiten zu tiberwinden: 3,4-Dioxyphenylessigsiiure ist 
unterhalb ihres Schmelzpunktes wenig fliichtig, schwer zu reinigen 
und erstarrt triige. 

Schmelzpunkt. Erhitzt man emporgedampfte 3,4-Dioxypheny]- 
essigsiiure in iiblichen Schmelzpunktréhrchen, so schmelzen zuerst 
die staubfeinen Teilchen®) an der Glaswand, und zwar bei 122°, 
Durchgeschmolzen ist die Saure erst bei 130,5°. Frisch empor- 
gedampfte Proben, 5 und 9 Monate alte Proben schmolzen 
gleich hoch). 

Reinigendes Empordampfen. Je geringer die Siuremenge, um so 
enger mu das Schmelzpunktréhrchen sein, in welches die Siure 
unter Minderdruck emporgedampft wird. Je enger aber die 
Réhrchen, um so langsamer steigt die Siure auf und _ erstarrt 
sie wieder. Kalte, Wirme oder Erschiittern beschleunigen das 
Krystallischwerden nicht. Deshalb schmelzen wir nach dem 
Empordampfen noch vor der Pumpe ober- und unterhalb des 
Saiurerings ab und bestimmen den Schmelzpunkt friihestens nach 
2 Tagen. 

Beispiel: Bei 135° und einem Druck von 0,1 mm Hg dampften 
0,05 mg der geschmolzenen Siure in 15 Minuten vollstindig und unzersetzt’) 


empor in ein Réhrchen von 0,05 em Durchmesser. Der Schmelzpunkt lag 
zwischen 127 und 130°. 


Empordampfen der 3,4-Dioxyphenylessigsaure des Hautpanzers. 
Unzerstiickelter Hautpanzer gibt bei 135° kaum fliichtige 
Stoffe ab. Aus Panzermehl! dampfen wohl fliichtige Stoffe empor, 
doch waren es tiberwiegend Fettsiiuren. Entzieht man sie vorweg 
mit Petroliither, der keinen o-Dioxybenzol-Stoff herauslést§), so 
dampft noch immer nicht ausreichend o-Dioxybenzol-Stoff bei 
135° empor. Dagegen enthielt der methylalkoholische Auszug 
aus wenig solchem Pulver ausreichend o-Dioxybenzol-Stoff. Der 
Auszug wird im Kugel-U-Rohr (vgl. Fig. 3) abgedampft und gereinigt. 

Herstellen des Kugel-U-Rohrs. Ein Glasrohr von 6 em Linge, 
0,8 em lichter Weite, und 0,1 em Wandstiirke wird mit 20 cm langer, eben 


straffer Gebliiseflamme so ausgezogen®), wie es Fig. 1 zeigt. Bei a wird 
abgeschmelzt. Den Rand ¢ rundet man in der Flamme ab. Dann erweicht 
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man das Glas bei 0 in einer spitzen Gebliseflamme von 7 cm Liinge und 
jem unterem Durchmesser, nimmt aus der Flamme, biegt die beiden Enden 
zusammen und bliist vorsichtig ins Rohr, so daB ein U-Rohr, in der Biegung 
mit einer Kugel von 0,6 cm Durchmesser, entsteht (Fig. 2). Bei a wird 
abgeschnitten und rundgeschmelzt. Nun erfaBt man das Geriit bei ¢ mit 
der rechten, bei @ mit der linken Hand und verjiingt in einem 2,5 em hohen 
und 0,3 cm breiten Flimmchen (das auf der 0,08 cm weiten, ausgezogenen 
Spitze eines Glasrohrs brennt) bei f und zieht bei d zum Haarrohr aus, 
das 3em lang und 0,07 em breit ist (Fig. 3). 

Dieses Gerit dient fiir 0,01—0,1 mg 3,4-Dioxyphenylessigsiiure. Fiir 
griBere Mengen bis 2 mg macht man d (Fig. 2) 0,2 cm weit und zieht nicht 
zum Haarrohr aus. Dann kann man schon bei 115— 120° empordampfen, dabei 
yon schwerer fliichtigen Stoffen trennen und den Schmelzpunkt nach 
5Stunden bestimmen, da die gréBeren Mengen schnell fest werden. 

Beispiel: 20 lebensfrische Fliigeldecken (50 mg)'®) werden sofort 
unter Petrolither (Siedep. 50—70° in einer Reibschale gepulvert und ent- 
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fettet. Der Petrolither wird 4 mal durch ein Filter-Haarrohr'') abgesogen 
und erneuert. Nach abermaligem Absaugen wird das trockne Pulver in 
einer heizbaren Glasfilternutsche’?) 30 mal'*1) mit Methylalkohol aus- 
gekocht'®) und jeweils trocken gesogen (Fig. 4). 

Man ersetzt die Nutsche durch ein unten verjiingtes Glasrohr, leitet 
Kohlendioxyd hindurch und engt die vereinigten Ausziige an der Wasser- 
strahlpumpe bis auf 0,3 cem ein, wobei man im Wasserbad von 50° erwiirmt. 

Der Riickstand wird mit der 3 fachen Menge Ather versetzt und so weit 
wie méglich gelést. Die Lésung wird in ein Filterhaarrohr'') gesaugt, dann 
in ein 3em langes, 0,6cm weites Priifrohr gebracht und 4 mal mit der 
gleichen Menge Ather?*) eingeengt, damit der Methylalkohol verdringt wird. 
Um das Abdampfen zu erleichtern, preBt man die Miindung des Rohrs gegen 
den Offnungsrand des dickwandigen Pumpenschlauchs. Nochmals mit Ather 
aufgenommen und gefiltert, wird die Lésung aus dem Haarrohr") durch a 
(vgl. Fig. 8) in das Kugelrohr gefiillt, dessen lingeres Rohr 0,2 cm weit ist. 
Man spiilt mit Ather ‘sorgfiltig nach, verschlieBt bei c mit einem kleinen 
Gummistopfen (den man sich mit Hilfe des Korkbohrers herstellte) und 
verbindet bei a durch einen dickwandigen, sehr engen Gummischlauch mit 
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der Wasserstrahlpumpe. Damit nichts verspritzt wird, darf weder der Eig. 
beschlag abgewischt, noch das Geriit erschiittert werden. SchlieBlich schmelzt 
man bei f im Flammchen ab, ohne die Kugel zu erhitzen. Nun verbinde 
man c mit einer Quecksilberdampfstrahlpumpe, erniedrigt den Druck auf 
0,1 mm Hg und taucht die Kugel in ein Glycerinbad von 135° so tief ein, dag 
die Abschmelzstelle f und vom Haarrohr 1 em durch Glycerin bedeckt sind, 


Nach 1 stiindigem Erhitzen wird von der Pumpe eingeschmelzt. Den 
oberen Teil des Réhrchens samt leichter fliichtigen Verunreinigungen 
schneidet man nun mit dem Glasmesser weg. Das winzige, verblicbene 
Rohrstiickchen mit dem reineren Anteil wird in ein 0,6 cm weites, 3 cm 
langes Priifglas geworfen und tropfenweise mit Ather ausgespiilt, wobei 
man mit einem Haarrohr die Fliissigkeit aus dem Rohrstiick heraussaugt, 


Die itherische Lésung wird vollstiindig in ein Kugel-U-Rohr mit 0,2 em 
weitem Ansatz eingefiillt. Nun wird bei einem Druck von 0,1 mm Queck- 
silber durch tiefes, 15 miniitiges Eintauchen bei 100° Leichtfliichtiges ent- 
fernt und dann bei geringerer Tauchtiefe in 15 Minuten bei 135° der ge. 
wiinschte 3,4-Dioxyphenylessigsiurering erhalten. Er wird nochmals, jetzt 
im Kugel-U-Rohr mit Haarréhrchen, gestuft 10 Minuten bei 105°, 30 Minuten 
bei 135° emporgedampft und der schwerer fliichtige Anteil unter Minder- 
druck eingeschmelzt. Am nichsten Tag ist der Stoff im Haarrohr gréBten. 
teils fest. Das Réhrchen wird beiderseits gedffnet und vorsichtig mit kaltem 
Petrolither (Siedep. 50—70°) gefiillt, um den Stoff zu waschen. Die Fliissig- 
keit wird mit einem Haarrohr herausgesogen. So wird mehrmals gewaschen. 
Nun wird der Riickstand wie oben gestuft emporgedampft und unter Minder. 
druck eingeschmelzt. Nach 2 Tagen *’) soll der Stoff den berichtigten Schmelz- 
punkt 127° zeigen?*). Eine kleine Probe der Abscheidung, in méglichst 
wenig Wasser gelost, ist lackmussauer und gibt mit Eisen III-chloridlésung 
ein Griin, mit Natriumearbonat dann ein Rot. Der Rest wird fiir die end- 
giiltige Bestimmung des Schmelzpunktes mit einigen Tropfen Ather auf. 
genommen. Aus einem Haarrohr gibt man ?/, der Fliissigkeit in ein Kugel- 
U-Rohr, '/, in ein zweites. Den ersten Anteil dampft man bei einem Druck 
von 0,1 mm Hg und bei 135° ins Haarrohr. Der Rest wird gemeinsam mit 
einer gleichgroBen Menge’) kiinstlicher 3,4-Dioxyphenylessigsiure ebenso 
emporgedampft. Um sich zu vergewissern, da8 nichts zuriickbleibt, zieht 
man das Réhrchen nach 1 Stunde aus dem Heizbad 0,5 cm weit heraus 
und erhitzt noch 10 Minuten lang. Dann darf sich nichts mehr abgeschieden 
haben. Endlich dampft man noch in einem Kugel-U-Rohr eine entsprechende 
Menge kiinstlicher 3,4-Dioxyphenylessigsiiure ebenso empor und schmelzt 
ein. Nach 2 Tagen bestimmt man die Schmelzpunkte der 3 Proben gleich- 
zeitig. Die Werte sollen innerhalb von 3° iibereinstimmen. 


Die 3,4-Dioxyphenylessigsiure des Hautpanzers lit Priifstreifen des 
Mehlwurms (Tenebrio molitor L.) ebenso dunkeln*®*) wie kiinstliche Siure. 
Fiir diesen Versuch lést man den Inhalt der beiden Schmelzpunktréhrchen 
in je 2 ccm Wasser. Von diesen Stammlésungen ausgehend, stellt man Ver- 
diinnungsreihen her, indem man jeweils die Hilfte mit Wasser aufs Doppelte 
verdiinnt. Das Endglied der Reihe ist die 10. Verdiinnung mit etwa 1/,,, Ge- 
halt der Stammlésung. Im Gegenversuch verwendet man reines Wasser. 
Die Priifstreifen sind, bei 37° aufbewahrt, nach 3 Tagen mehr oder minder 


rotbraun *). 
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Aus dem angefiihrten Beispiel ergibt sich, da die 

8.4- Dioxyphenylessigsaure als Stoffwechselerzeugnis und 

Fachronntint in den Fligeldecken des lebenden Mehl- 
kifers vorhanden ist. 

Auch ohne emporzudampfen konnten wir 3,4-Dioxyphenyl- 
essigsiure aus 100 lebensfrischen Fliigeldecken does Umkrystalli- 
sieren aus Ather reinigen. Sie zeigte den berichtigten Schmelzp. 124°, 
ehenso wie gheimaltieg gepriifte kiinstliche 3,4- Dioxyphenylessig- 
siure und der Mischschmelzpunkt beider. 

SchlieBlich wiesen wir auch in Halsschilden toter Mehlkifer 
5.4-Dioxyphenylessigsiure nach. 


Zusammenfassung. 


1, Es wird ein Verfahren angegeben, womit sich noch 0,01 mg 
der Farbvorstufe 3,4-Dioxyphenylessigsiiure nachweisen lassen. 
2. Das Verfahren diente dazu, 3,4-Dioxyphenylessigsiiure als 


| Stoffwechselerzeugnis in lebensfrischen Fliigeldecken des Mehl- 
 kifers, Tenebrio molitor L., nachzuweisen. 


3. In den Halsschilden abgestorbener Mehlkifer wird eben- 


falls 3,4-Dioxyphenylessigsiure gefunden. 


Wir danken der Hamburgischen Wissenschaftlichen 


5 Stiftung fiir ihre Beihilfe zu dieser Arbeit. 


Anmerkungen. 


|. H.Schmalfuf, A. Heider u. K. Winkelmann, Biochem. Z. 257, 188 
bis 193 (1933). 

2. Torquato Torquati, Arch. Farmacol. sper. 15, 308—312 (1913); 
M. Guggenheim, Z. physiol. Chem. 88, 276—284 (1913). 

. H.SchmalfuB u. H. Barthmeyer, Z. indukt. Abstammgslehre 55, 69 
bis 132 (1929). 

4, H. Schmalfu8 u. H. Barthmeyer, Mikrochem. 11, 6--16 (1932). 

5. J. Houben, Method. d. org. Chemie, III. Aufl., 1, 775 (1925) 

6. Wir erhitzten im Glycerinbad (1-Liter-Becherglas) mit Riihrer und beob- 
achteten durch ein binokulares Mikroskop‘). Das Schmelzpunktréhrchen 
tauchten wir in das Bad von 110°, erhitzten mit groBber Flamme jeweils 
in 1 Minute um 1° Man muB die zu vergleichenden Schmelzpunkte 
gleichzeitig dicht nebeneinander bestimmen. Auch miissen Weite und 
Wanddicke der Schmelzpunktréhrchen gleich sein. 

7. Im offenen Haarrohr einige Sekunden auf 200° oder 1 Minute auf 160° 
erhitzt, schmolz die Siure unverindert. Bei 1 miniitigem Erhitzen auf 
200° briiunte und zersetzte sie sich. Die Siiure veriindert sich nicht, 
wenn sie im Laufe von '/,—1 Stunde unter einem Druck von 0,1 mm Hg 
bei 150° emporgedampft wird. Je enger das Réhrchen gewihlt wird, in 
das hinein die Dimpfe aufsteigen sollen, um so héher muB erhitzt werden. 
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14. 


17. 


18. 


19. 


20 


3,4-Dioxyphenylessigsiure lést sich nicht in Benzol, kaum in Chloro. 
form, zunehmend leichter in Athylalkohol, Ather, Wasser, Methylalkoho), 
An die Enden des Glasrohrs schmelzt man als Handhaben je eine, 
diinnen Glasstab, den man leicht wieder abbrechen kann. 


. Die Menge des Hautpanzers muf entsprechend dem jeweiligen Gehalt 


an 0-Dioxybenzolstoff gewihlt werden. 


. H. SchmalfuB u. H. Barthmeyer, Mikrochem. 8, 247 (1930). 
. Nutsche von Schott u. Gen., Jena, Nr. 12 G.3: Durchmesser 1,3 em, 


mittlerer Porendurchmesser 20—30 mu. 


. Hautpanzer von anderem o-Dioxybenzolstoffgehalt muB so oft ausgekocht 


werden, bis der eingeengte Auszug mit Eisen-III-chlorid—Natriumearbona 
nicht mehr griin-rot wird. 

Das Ausziehen mit Methylalkohol und das Aufarbeiten der Ausziige bis 
zum ersten Emportreiben darf nicht unterbrochen werden; denn die 
Farbvorstufe halt sich nicht in der unreinen Lésung. Auch spiiter ver. 
wahrt man den teilweise gereinigten Stoff unter Minderdruck eingeschmelzt, 


15. 3,4-Dioxyphenylessigsiiure ist nur wenig fliichtig. 
}. Einmal trocken geworden, list sich der Riickstand nicht mehr in Ather, 


Auch in itherischer Lésung setzen sich Eisen-III-chlorid und o-Dioxy- 
benzol-stoff zu griinem Farbstoff um: damit nichts vorzeitig abdunstet, 
saugt man erst die dtherische Lisung der 3,4-Dioxyphenylessigsiiure in 
ein Haarrohr und laBt dann sehr wenig 5°/, ige dtherische Lésung von 
Eisen-III-chlorid aufsteigen. Dann bliist man einen hingenden Tropfen 
aus, der sich iiber Ammoniakdampf rotet. 

Ist die Probe dann noch nicht ganz krystallinisch, so 1aBt man sie noch 
1—2 Tage liegen. 

Das Verfahren mu8 wiederholt werden, bis der Schmelzpunkt nicht 
mehr steigt. 

Am besten ein Drittel der iitherischen Lésung kiinstlicher 3,4-Dioxy- 


phenylessigsiure, die genau so hochgetrieben worden ist wie oben be: 


schrieben. 
H. Schmalfu8 u. H. Barthmeyer, Mikrochem. 8, 248 (1930). 
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Neue Synthesen der Neo- und Iso-neoxanthobilirubinsadure. 


Vorarbeiten zur Synthese natiirlicher Bilirubinoide ’). 


Von 


Walter Siedel. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Dezember 1934.) 


Nachdem die Struktur des natiirlichen Mesobilirubins als die 


‘eines Mesobilirubin-IX,«, also eines unsymmetrischen Bilirubinoids 
‘bewiesen?) worden war, konnte die Totalsynthese in Angriff ge- 
‘nommen werden. Als Ausgangsmaterial kommen nur die Neo- 
‘xanthobilirubinsiure (1) und die Iso-neoxanthobilirubinsiiure (II) 
fin Frage. 
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Wihrend die direkte Synthese der Neoxanthobilirubinsiure 
mit verhiltnismiBig guter Ausbeute schon friiher gelungen ist’), 
waren die beiden iilteren Synthesen der Iso-neoxanthobilirubin- 


siure*5) fiir die Darstellung dieser Siiure in gréBerem MaBstabe 
wenig geeignet. Es muBSten also, weil zur Synthese des Meso- 


bilirubin-IX,« gréBere Mengen an beiden Siéuren zur Verfiigung 
stehen miissen, notwendig Wege gefunden werden, die diese Ver- 


bindungen leicht zuginglich machen. 


‘) 11. Mitteilung in der Untersuchungsreihe von H. Fischer u. Mitarb.: 
Uber synthetische Versuche iiber die Konstitution des Gallenfarbstofts. 
10. Mitteilung: Diese Z. 214, 145 (1933). 

*) W. Siedel u. H. Fischer, Diese Z. 214, 152 (1933). 
*) Ebenda 214, 163 (1933). *) Ebenda 214, 164 (1933). 
”) i Fischer u. Hartmann, Diese Z. 226, 123 (1934). 
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Da die Synthese der Neoxanthobilirubinsiure von Krypty. 
pyrrol = 2,4-Dimethy]-3-athylpyrrol*) ausgeht, wurde die Darstellun: 
dieses Pyrrols, das bisher in Mengen von 30—40 g je Autoklayep. 
ansatz gewonnen werden konnte, auf eine neue Basis gestellt; unj 
zwar durch die Aufsteliung eines 10 Liter-Drehautoklaven ”) mit auto. 
matischer elektrischer Heizung. Mittels dieses Autoklaven wurde 
zuerst — durch die Méglichkeit einer genauen EKinhaltung }p. 
stimmter Temperaturen — die optimalen Bedingungen fiir (i 
Hydrierung des 2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-carbithoxypyrrols zu 
Kryptopyrrol nach Wolff-Kishner festgestellt. Reihenversuche 
bei denen mit der Temperatur von 160—210° und der Dawe 
der Hydrierung von 2—25 Stunden variiert wurde, haben ergebey, 
daB die gréBte Ausbeute an Kryptopyrrol und die geringste Meng 
an Nebenprodukten bei einer Reaktionsdauer von 6—8 Stunde 


und einer Temperatur von 185° erzielt wird. Die Ausbeute, di ® 


bisher durchschnittlich 45°/, d. Th. entsprach, konnte so ai 
60—65°/, gesteigert werden. 

Versuche, an Stelle des Acetessigesters den von der Firma A. Wacker, 
Burghausen unter der Bezeichnung ,,Butal“ freundlichst zur Verfiigung 
gesteliten Butylester der Acetessigsiiure zur Darstellung des dem 2,4-Di. 
methyl-3-acetylpyrrol-5-carbonsiureiithylesters entsprechenden Butylesters 
zu verwenden, hatten Erfolg. Der so erhaltene 2,4-Dimethy]-3-acetylpyrrol- 
5-carbonsiiurebutylester konnte auch mit guter Ausbeute in Kryptopyrril 
iibergefiihrt werden. Wichtig ist dabei, daB der bei der Reaktion erhalten 
Butylalkohol entsprechend seinem Siedepunkt von 40° bei 12 mm Hg durch 
Fraktionierung vom Kryptopyrrol getrennt werden kann. 

Des weiteren wurde eine genaue Methode fiir die Einfiihrung 
der Carbithoxygruppe in Kryptopyrrol iiber die Grignardverbindung 
ausgearbeitet. Dabei wurde auf die Isolierung des von H. Fischer, 
Kirstahler und v. Zychlinski’*) gefundenen N-Carbithoxy-krypto- 
pyrrols besonderer Wert gelegt; denn durch alkalische Verseifung 
und Riickverwandlung des N-Carbithoxy-kryptopyrrols in Krypt- 
pyrrol wird jeder Substanzverlust praktisch vollstandig aus- 
geschaltet. 

Es konnte weiter nachgewiesen werden, daB die N-Carbithoxy- 
verbindung als normales Umsetzungsprodukt bei der Einfiihrung 
der Carbithoxygruppe tiber die Grignardverbindungen der Pyrrole 
anzusehen ist, denn es ist gelungen, das 2,4-Dimethyl-1-carbiith- 
oxypyrrol, das 2,3-Dimethyl-4-ithyl-1-carbathoxypyrrol und das 

1) H. Fischer u. Mitarb., Ber. chem. Ges. 56, 1203 (1923); Liebigs 


Ann. 475, 238 (1929). 
*) Ausfiihrung: Firma Wilh. Bu&mann, Miinchen. 
*) Liebigs Ann. 500, 5 (1933). 
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| 9. 4-Diithyl-3-propyl-1-carbathoxypyrrol zu isolieren. Dabei wurde 
| die Feststellung gemacht, daB die Ausbeute an der N-Carbiithoxy- 
' yerbindung steigt, wenn in Nachbarschaft zur freien Methingruppe 
des Pyrrolkernes statt einer «- oder #-Methylgruppe eine Athyl- 
‘cruppe steht. Diese scheint also im Falle der Kinfiihrung einer 
_(arbithoxygruppe auf die freie «-Stelle blockierend zu wirken. 


Ferner wurde die bei der Darstellung des Kryptopyrrols anfallende 


Nachlauffraktion, sowie der mit Wasserdampf nicht fliichtige Riickstand 
F untersucht, jedoch sind diese Arbeiten noch nicht abgeschlossen. 


Da die Synthese der Neoxanthobilirubinsiiure auf folgendem 


'Wege gelungen war, war anzunehmen, daB auch die Synthese 
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‘der Iso-neoxanthobilirubinsiure auf dem entsprechenden Wege — 
‘nur ausgehend von Himopyrrol — durchfiihrbar sei. 


Als Ausgangsmaterial sollte also das Himopyrrol = 2,3-Di- 


_ methyl-4-ithylpyrrol (X) dienen, das nach H. Fischer und Klarer?) 
aus 2-Methyl-4-athyl-5-propionyl-3-carbithoxypyrrol (VID) her- 
gestellt wird. Dieses letztere Pyrrol wurde nunmehr aus Acet- 


essigester und 50°/, igem Dipropionylmethan dargestellt, wahrend 


riher 100°/, iges, tiber das Cu-Salz gereinigtes Dipropionylmethan 
‘verwendet wurde. 


Da die Gewinnung des Himopyrrols iiber mehrere Zwischen- 


‘sufen erfolgt, wurde versucht, abgekiirzte Verfahren auszuarbeiten. 


Die Richtung eines neuen Weges der Synthese war durch die Beob- 


Hachtung angegeben, daB bei alkalischer Verseifung einer 6-Carbithoxygruppe 


in Pyrrol im allgemeinen die a-Propionylgruppe erhalten bleibt, jedoch 
ihrerseits bei einer Hydrierung nach Wolff-Kishner abgespalten wird?). 
Somit kann die Synthese des Hiimopyrrols in folgenden Phasen verlaufen, 
Wobei also die bisherige Einfithrung der «-Carbiithoxygruppe in 2-Methyl- 
4ithylpyrrol erspart wird: 





') Liebigs Ann. 450, 198 (1926). 
_ *) H. Fischer, Siedel u. Le Thierry d’Ennequin, Liebigs Ann. 
o00, 157, 177 (1933). 
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Die Synthese wurde durchgefiihrt, ihr Ergebnis aber als unbefriedigen{ 
befunden, da vor allem die Darstellung des 2-Methy]-4-dthyl-3-formy|. 
5-propionylpyrrols (IX) auf Schwierigkeiten stieB und dieses Pyrrol nich 
in krystallisierter Form erhalten werden konnte. 


Nunmebhr wurde versucht, die Himopyrrol-Synthese iiber de 
Opsopyrrol-aldehyd durchzufiihren, um iiberhaupt von Dipropiony. 


methan unabhiingig zu sein. Entgegen friiheren Feststellungen' ™® 


wurde bei der Hydrierung des Opsopyrrol-aldehyds nach Wolfi. 
Kishner nicht Himopyrrol, sondern Kryptopyrrol erhalten, da 
am Schmelz- und Mischschmelzpunkt seines Pikrates eindeutig 
identifiziert wurde. Auch mehrfache Wiederholung der Versuche, 
ebenso die direkte Hydrierung des Opsopyrrol-aldiminhydrochlorides 
hatten immer dasselbe Ergebnis, das um so eigenartiger erscheint, 
als seit langem in der Pyrrol-chemie die @-Stelle unter der }- 
Methylgruppe im Pyrrolkern fiir die Substitution bevorzugt gilt 


Somit muBte die Frage niiher gepriift werden, ob diese Form)! 
Substitution im Opsopyrrol eine Ausnahme darstellt und weiter, 
wie Opsopyrrol sich gegen andere Substituenten verhilt. 

Um die alleinige Wirkung der §-Methylgruppe auf die Re. 
aktionsfahigkeit der @-Stellen im Pyrrolring festzustellen, wurde 
die Einfihrung der Formylgruppe in das einfachste der -substi- 
tuierten Pyrrole, das #-Methylpyrrol, versucht. 


Das 6-Methylpyrrol stellte ich zuniichst nach den Angaben von Piloty’ 
dar. Da jedoch bei dieser Methode das Ausgangsmaterial 3-Methy]-4-carbith- 
oxypyrrol-5-carbonsiure schwer zu beschaffen ist und auch bei den weitere 
Stufen der Darstellung die Ausbeuten wenig befriedigende sind, wurde ver 
sucht, das 8-Methylpyrrol auf anderen Wegen zugiinglich zu machen. 

Eine Abkiirzung des Piloty’schen Verfahrens bot sich in der Be 
handlung des Ausgangspyrrols mit 40°/,iger H,SO,. Es gelang jedoch hier 
bei eine gleichzeitige Verseifung und Decarboxylierung der Carbithoxy 
bzw. Carboxygruppe ebensowenig wie bei der Behandlung mit 10°/,igt 
NaOH bei 160° im Autoklaven. In beiden Fallen trat nur eine unvollstiindig? 
Verseifung der #-Carbithoxygruppe ein. Nunmehr wurde versucht, 4% 


1) Liebigs Ann. 475, 239 (1929). *) Liebigs Ann. 395, 70 (191°: 
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| »-Methylpyrrol ausgehend von dem leicht zu gewinnenden 2,4-Dimethyl-3, 5- 
| dicarbiithoxypyrro! darzustellen. Es wiire bei diesem Pyrrol nur nétig ge- 
wesen, die a-Methylgruppe durch Halogenierung und Umsetzung mit H,O 
jn eine Carboxygruppe umzuwandeln und das so erhaltene 4-Methyl-3, 5- 
| dicarbiitthoxy-2-carboxypyrrol der vollstindigen Verseifung und Decarboxy- 
| jierung zu unterwerfen. Aber alle Versuche, sowohl durch direkte Chlorierung 


mit 3 Mol SO,Cl, wie ausgehend von dem von H. Fischer u. Scheyer') 


fuud H. Fischer u. Halbig?) dargestellten 3-Methyl-5-brommethyl-2,4- 
| dicarbiithoxypyrrol die Einfiihrung von 3 Halogenatomen zu erreichen, 


schlugen fehl. Es entstand bei der Verkochung der Halogenprodukte immer 


das 8-Methyl-5-formy1-2, 4-dicarbiithoxypyrrol (XI), wie durch Mischschmelz- 
/punkt und Analyse nachgewiesen worden ist. Dieser Pyrrol-aldehyd ist 
friher durch Oxydation des 3-Methyl-5-brommethyl-2, 4-dicarbithoxypyrrols 
| mittels Chromsiiure*) gewonnen worden, und wird neuerdings durch Ver- 
_kochung des direkt chlorierten 2,4-Dimethy]-3, 5-dicarbiithoxypyrrols erhalten. 


H,C,00G,- 


nie 
eg oe 
NH 


XI 


Als letzte Méglichkeit der §-Methylpyrrol-Gewinnung blieb die Destilla- 


tion dieses Pyrrol-aldehyds mit Natronkalk‘*). Aber auch sie ergab, dab 


-Methylpyrrol nur zum Teil entsteht und daB daneben eine Bildung von 
2,4-Dimethylpyrrol, also merkwiirdigerweise eine Hydrierung der Formy]- 


gruppe, stattfindet. (Bewiesen durch Einfiihrung der Carbiithoxygruppe zum 
| 2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol.) 


Das f-Methylpyrrol wurde also in der iiblichen Weise der 


Fischer-Zerweck’schen Pyrrol-Aldehydsynthese*) unterworfen. 
Die Aufarbeitung, die wie beim Opsopyrrol-aldehyd durchgefihrt 


wurde, ergab eine Substanz, die dem Opsopyrrol-aldehyd sehr 


‘dhnich war. Sie stellt ein gelbbraunes Pulver dar, das bei 90° 


sintert und bei 118—120° schmilzt. Wie der Opsopyrrol-aldehyd 
verharzt die Substanz in Lésungsmitteln (Alkohol, Eisessig usw.) 


sofort. Sie konnte weder umkrystallisiert noch im Vakuum subli- 


miert werden. Schon diese Eigenschaften weisen darauf hin, daB 
és sich um das 3-Methyl-5-formylpyrrol handelt (XII); denn das 
3-Methyl-2-formylpyrrol (XIII), dessen Konstitution sicher bewiesen 
ist und das auf anderen Wegen dargestellt wurde®), bildet farblose 


Prismen (Schmelzp. 95°) und ist im Vakuum sublimierbar. 


) Liebigs Ann. 434, 343 (1923). ®) Liebigs Ann. 447, 129 (1926). 

*) Liebigs Ann. 447, 137 (1926). 

‘) H. Fischer u. Ernst, Liebigs Ann. 447, 156 (1926). 

°*) Ber. chem. Ges. 55, 1942 (1922). 

°) H. Fischer u. O.Wiedemann, Diese Z. 155, 63 (1926); H. Fischer, 
Siedel u. Le Thierry d’Ennequin, Liebigs Ann. 500, 194 (1933). 
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Um den Konstitutionsbeweis weiter zu fihren, wurde de; 
Pyrrol-aldehyd nach Wolff-Kishner zu Dimethylpyrrol redu. 


ziert und eine Identifizierung mit 2,4-Dimethylpyrrol bzw. 2,3. 
Dimethylpyrrol versucht, und zwar auf dem Wege iiber die Pikrate 
und Sublimat-Komplexsalze. Leider gelang der erstere Beweis 
nicht, da mit dem neuen Pyrrol kein Pikrat erhalten wurde. 
(Das 2,3-Dimethylpyrrol bildet leicht ein Pikrat, dagegen ist ¢; 
beim 2,4-Dimethy!pyrrol erst H. Fischer u. Miller?) gelungey, 
das Pikrat zu isolieren, wihrend sowohl Knorr?) wie Piloty' 
Pikratbildung nicht feststellen konnten. Offenbar gelingt die Kory. 
stallisation des Pikrates nur bei groBber Reinheit des 2,4-Dimethy!- 
pyrrols; und eine solche zu erzielen, war bei der geringen Menge 
des erhaltenen Pyrrols nicht méglich.) Weiter fiihrte der zweite 
Beweis, der Vergleich der Sublimatdoppelsalze*). Wenn auch die 
Schmelz- und Mischschmelzpunkte unbedingt fiir das Vorliegen 
des 2,4-Dimethylpyrrols sprachen, so méchte ich diesem Iden. 
tititsbeweis doch nicht die gleiche Bedeutung zusprechen, wie sic 
dem Vergleich der Pikrate zukime. 

Immerhin darf man mit einiger Sicherheit sagen, dab die 
Formylgruppe im f-Methylpyrrol die zur #-Methylgruppe nicht 
benachbarte «’-Stelle im Pyrrolkern besetzt hat, und daB somit der 
Opsopyrrolaldehyd mit der Formylgruppe in Nachbarstellung zw 
Athylgruppe keine Ausnahme darstellt. 

Die Darstellung des Hiimopyrrols iiber den Opsopyrrol-aldehy 
ist damit gescheitert. 

Auf der Suche nach einer weiteren von Dipropionylmethan 
bzw. Propionylessigester unabhiingigen Synthese des Hiimopyrrols 
wurde die Umsetzung von Opsopyrrol mit Diazoessigester ent- 
sprechend der Untersuchung von C. D. Nenitzescu und Salo- 
monika®) in Betracht gezogen. 

Zuerst wurde diese Umsetzung am leicht zuginglichen Krypto- 
pyrrol studiert. Tatsichlich konnte so in sehr guter Ausbeute 
der Kryptopyrrol-«-essigsiureiithylester = 2,4- Dimethyl -3 -iithy!- 
pyrrol-5-essigsiureiithylester (XIV) erhalten werden. Nach der 


) Diese Z. 148, 163 (1925). *) Ber. chem. Ges. 35, 2998 (1902). 
*) Liebigs Ann. 395, 70 (1913). *) Diese Z. 148, 163 (1925). 
5) Ber. chem. Ges. 64, 1924 (1931). 
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H,C 


Zi, 
H,C,00CH,CL__CH, 

NH . 
alkalischen Verseifung und Neutralisation mit Siure trat spontan 
Decarboxylierung dieses Pyrrol-essigsiiureesters ein. Das so ge- 
pildete Phyllopyrrol') wurde in iiblicher Weise durch Wasser- 
dampfdestillation gereinigt und isoliert. Nicht umgesetztes Krypto- 
pyrrol wird bei dem ProzeB restlos wiedergewonnen. 

Nunmehr wurde die Methode auf das Opsopyrrol = 3-Methyl- 
4-iithylpyrrol angewandt. Da das Opsopyrrol zwei freie «-Methin- 
gruppen besitzt, war bei der Reaktion mit Komplikationen zu 
rechnen. Tatsiichlich bildete sich — bei Einwirkung von 1 Mol 
Diazoessigester auf 1 Mol Opsopyrrol — der 3-Methyl-4-iithylpyrrol- 
2-essigsiureiithylester, der 3-Methyl-4-ithylpyrrol-5-essigsiure- 
‘ithylester und der 3-Methyl-4-ithylpyrrol-2,5-diessigsiureithyl- 
ester (XV, XVI, XVII). Wihrend die beiden ersten Opsopyrrol- 


XIV 




















0, —_—_0, H,C,-——CH, 
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\ }CH,CO00C,H, H,C,00CH,C\__}H 
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i ee 
XVI | | 
H,0,00CH,CL__!CH,CO0C,H, 
NH 


essigsiiureester nur schwer durch fraktionierte Destillation zu 
trennen sind, ist der Opsopyrrol-diessigsiureester infolge seines 
Siedepunktes von 180°/10 mm leicht abzutrennen. Die 3 Opso- 
pyrrol-essigsiureester liefern nach der alkalischen Verseifung und 
Decarboxylierung sowohl Hiamo- wie Krypto- und Phyllopyrrol. 
Aber obwohl der zum Himopyrrol fiihrende Essigsiureester — 
nachgewiesen durch fraktionierte Krystallisation der Pikrate der 
erhaltenen alkylierten Pyrrole — iiberwiegt, ist eine Reindarstel- 
lung des Himopyrrols nicht méglich. 

Somit hat sich also auch dieser Weg fiir die vereinfachte 
Gewinnung des Hamopyrrols als ungangbar erwiesen. Interessant 
ist aber das Ergebnis, daB sich die freien w-Methingruppen des 
Opsopyrrols gegentiber dem Diazoessigester in der Reaktions- 
fihigkeit nur wenig unterscheiden. 


1) H. Fischer u. Mitarb., Liebigs Ann. 475, 236 (1929); Ber. chem. 
Ges. 45, 467 (1912); Ber. chem. Ges. 56, 1209 (1923). 
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Ein Versuch, durch Einwirkung von Diazoessigester auf die Schmelze 
von 2-Methyl-4- ‘ithyl- 5-propionylpyrrol (VIII) eine Anlagerung der Essig. 
estergruppe an die freie 6-Methingruppe zu erzwingen, schlug fehl. 


Nunmehr wurde die unter XVIJI—XXI formulierte Um. 
setzung des Himopyrrols zum 3-Methyl-4-ithyl-2-formyl-5-car) 
oxypyrrol (XXI) durchgefiithrt. Nach H. Fischer und Stangler) 
wurde tiber die Grignardverbindung in das Himopyrrol die Carb. 
‘ithoxyg sruppe eingefiihrt; die «-Methylgruppe wurde durch Chlo. 
rieren mit 3 Mol SO,Cl, und nachfolgender Verkochung mit Wasser 
in die Carboxygruppe umgewandelt. Durch Decarboxylierung 
entstand daraus — diesmal auf eindeutigem Wege — das schon 
friiher beschriebene”) 3-Methyl-4-athyl-5-carbithoxypyrrol (XIX) 
vom Schmelzp. 75° Aus diesem konnte nach Einfiihrung der 
Formylgruppe durch alkalische Verseifung das 3-Methyl-4-ithyl. 
2-formy!-5-carboxypyrrol (X XJ) erhalten werden, das nun wie sein 
Isomeres der Bromierung*) unterzogen wurde. 

Dieser Versuch der Bromierung aber versagte ber diesem 
Pyrrol vollstindig und auch Variationen fiihrten nicht zum Ziel. 
Die Decarboxylierung der @-Carbonsiuregruppe, welche die Vor- 











at nc, 
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H,C,000\_ coon H,C,000\__JH 

XVII NH XIX NH 


H.C, CH, H,C, CH, 
oe i oo ok Aes 
ii | a H 
XX NH XXI NH 
bedingung zur Bromierung ist, setzte hier nur schlecht ein, 
wihrend sie sich bei dem Isomeren glatt vollzieht. Grébere 
Methoden sind aber infolge der groBen Reaktionsfihigkeit der 
«-Formylgruppe ausgeschaltet. 

Somit muf es als unméglich bezeichnet werden, auf dem der 
Darstellung der Neoxanthobilirubinsdure entsprechenden Wege 2u 
Iso-neoxanthobilirubinsdure zu gelangen. 

Das 3-Methyl-4-dthy]-2-formyl-5-carbiithoxypyrrol (XX) bildet sowohl 
ein Aldazin wie ein Hydrazon. Das Hydrazon, das aus Athanol in langen, 
weiBen Nadeln vom Schmelzp. 71° krystallisiert, hat die Eigenschaft, beim 


Erhitzen tiber seinen Schmelzpunkt oder auch beim Liegen an der Luft in 
das Aldazin vom Schmelzp. 248—249° iiberzugehen. 











1) Liebigs Ann. 459, 83 (1927). 

*) H. Fischer, Siedel u. Le Thierry d’Ennequin; Liebigs Ann. 500, 
165 (1933). 

8) W. Siedel u. H. Fischer, Diese Z. 214, 158 (1933). 
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Wiihrend die Versuche zur Gewinnung des 2-Methyl]-4-iithyl-2-formy]- 
5-carboxypyrrols (X XI) im Gange waren, wurde gleichzeitig noch ein kiirzeres 
Verfahren zur Herstellung dieses Pyrrols versucht; und zwar ausgehend 
yon Kryptopyrrol-aldehyd = 2,4- Dimethyl-3-iithyl-5-formylpyrrol') durch 
Chlorierung mit 3 Mol SO,Cl, und ausgehend von dem 4-Methyl-2-brom- 
methyl-3-athyl-5-formylpyrrol*) durch Chlorierung mit 2 Mol SO,Cl, und 
anschlieBender Verkochung mit H,O, C,H,OH, C,H,OH-KOH usw. Wihrend 
aber bei dem ersten Versuch tiberhaupt keine Pyrrol-carbonsiiure zu fassen 
war, war auch bei der zweiten Methode die Ausbeute eine auBferordent- 


lich geringe. 

Somit war es nétig geworden, in der Synthese der Iso-neo- 
xanthobilirubinsiure eine grundsitzlich neue Richtung einzu- 
schlagen; und zwar wurde jetzt die Darstellung des 5-Brom-3- 
methyl-4-athylpyrrols angestrebt. Bei diesem Pyrrol konnte eine 
leichte Kondensation mit Opsopyrrolcarbonsiurealdehyd oder eine 
Umsetzung zu Oxy-opsopyrrol erwartet werden. Als geeignetes 
Ausgangsmaterial kam das von H. Fischer, Sturm u. Friedrich?) 
gewonnene 5-Brom-3-methyl-4-ithyl-2-carbithoxypyrrol in Frage 
(XXII), das auBerdem noch durch seine Darstellung aus Krypto- 


on Eo ih | 
\ JC00C,H, Br 


NH NH 


pyrrol in gréBerer Menge zugiinglich ist und das gewiinschte Brom- 
opsopyrrol lediglich durch Verseifung und Decarboxylierung liefern 
miiBte. Aber schon die Versuche zur Verseifung fiihrten zu 
keinem einheitlichen Produkt, und auBerdem gelang es auch nicht, 
weder die erhaltene Pyrrol-carbonsiiure in der iiblichen Weise 
zu decarboxylieren noch ihr Br-Atom mittels C,H,ONa, CH,ONa usw. 
sesen die Hydroxylgruppe umzutauschen. 

Ausgehend von der Erfahrung, daB «-Propionylgruppen und 
ganz allgemein a@-Acylgruppen aus Pyrrolen mit 40°/,iger H,SO, 
baw. mit Alkoholaten verhiltnismaBig leicht abgespalten werden 
kénnen, wurde die Darstellung des «-Brom-opsopyrrols tiber die 
Stufe des 3-Methyl-4-aithyl-2-propionylpyrrols in Angriff genom- 
men. Zuerst wurde iiber die Grignardverbindung des Opsopyrrols 
mittels Acetylchlorid das Acetylopsopyrrol synthetisiert, vor allem, 
um die Eintrittstelle der Acetylgruppe im Opsopyrrol festzustellen. 
Durch die Hydrierung nach Wolff-Kishner konnte dann aus 











XXII 
Br 





1) H. Fischer u. M. Schubert, Ber. chem. Ges. 56, 1209 (1923); Ber. 
chem. Ges. 57, 612 (1924). 

*) E. Zaucker, Diss., Techn. Hochschule Miinchen 1928. 

*) Liebigs Ann. 461, 271 (1928). 
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HL !COCH, BrX__}'COCH, 
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dem Acetyl-opsopyrrol auch ein 3-fach alkyliertes Pyrrol ge. 
wonnen werden, dessen Pikrat sich mit dem des 3-Methyl-2,4. 
diiithylpyrrols') als identisch erwies. Somit ist gleichzeitig eine 
neue von Dipropionylmethan unabhiingige Synthese dieses Pyrrols 
geschaffen und der Beweis erbracht, da8 im Opsopyrrol die Sub- 
stitution durch die Acetylgruppe in 2-Stellung, also in Nachbar. 
stellung zur #-Methylgruppe stattfindet. DaB dieser Substitutions. 
beweis nétig war, haben die tiberraschenden Ergebnisse der Formyl- 
substitution beim Opsopyrrol gezeigt. 

Nunmehr wurde auch das 3-Methyl-4-ithyl-2-propionylpyrrol 
dargestellt und endlich durch Bromierung in Eisessig sowohl das 
5-Brom-3-methyl-4-aithyl-2-propionylpyrrol wie das 5-Brom-3-me- 
thy]-4-iithyl-2-acetylpyrrol (XXIV) gewonnen. Leider sind in der 
Folge alle Abbauversuche der Acetyl- wie der Propionylgruppe 
durch H,SO,, HBr, CH,ONa, CH,OH—KOH, KMn0O, usw. bei den 
bromierten Acylpyrrolen gescheitert. Bei Verwendung von Siuren 
wurden die Pyrrole schon nach kurzem Erwirmen zerstért, bei 
den Versuchen mit Alkalien traten meistens schwer identifizier- 
bare dlige Produkte auf. SchlieBlich wurde noch das 3-Methyl- 
4-iithyl-2-benzoylpyrrol und sein Bromierungsprodukt, das 5-Bron- 
3-methyl-4-athyl-2-benzoylpyrrol hergestellt. Aber auch bei dem 
letzteren gelang die Abspaltung der Benzoylgruppe ohne Zer- 
stérung des Pyrrolkernes nicht. 


Auffallig ist, daB die Acyl-opsopyrrole trotz freier e-Methin- 
gruppe die Reaktion mit Khrlichs Reagens in der Kalte nicht geben. 


Parallel mit diesen Versuchen lief die Kinfiihrung derselben Acy]- 
gruppen in Kryptopyrrol; denn mit Hilfe dieser Acylprodukte wiire der Weg 
iiber die gesonderte Darstellung von Opsopyrrol méglicherweise zu ersparen 
gewesen. So wurden synthetisiert: 2,4-Dimethyl-3-ithyl-5-acetylpyrrol, das 
schon von H.Fischer, Schormiiller u.Windecker?) und von H. Fischer 
und Viaud‘) auf anderen Wegen gewonnen worden war, dann das 2,4-Di- 
methyl-3-iithyl-5-propionylpyrrol, das 2,4-Dimethy]-3-iéthyl-5-butyrylpyrrol 
und das 2,4-Dimethy!-3-ithyl-5-benzoylpyrrol. Alle diese Acylpyrrole, be- 
sonders die des Opsopyrrols (mit Ausnahme des Benzoylopsopyrrols), zeichnen 
sich durch gute Krystallisationsfihigkeit aus. 


'!) H. Fischeru.Stangler, Liebigs Ann. 459, 95 (1927); H. Fischer, 
Siedel u. Le Thierry d’Ennequin, Liebigs Ann. 500, 180 (1933). 
2) Liebigs Ann. 498, 290 (1932). *) Ber. chem. Ges. 64, 196 (1931). 
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Bei der Darstellung von 2,4-Dimethyl-3-ithyl-5-acetylpyrrol 
wurde beobachtet, daB nach der Zugabe des Acetylchlorids zur 
Grignardverbindung des Kryptopyrrols schon bei leichtem Erwarmen 
oder auch bei der Zersetzung des Reaktionsgemisches eine starke 
Violettfirbung der Lésung auftritt. Die Vermutung, daB diese 
Verfirbung auf die Bildung eines Pyrromethens zuriickzufiihren 
sei, lag nahe. Da bei der Reaktion nur Acetylkryptopyrrol und 
nicht umgesetztes Kryptopyrrol vorhanden sind, konnte es sich 
nur um das 3,3’,5,5’-Tetramethyl-4, 4’- diithyl-ms-methyl-pyrro- 
methen-hydrochlorid (XXV) handeln. Tatsichlich spricht auch die 
Analyse des Zn-Komplexsalzes seiner freien Base eindeutig fiir 
diese Zusammensetzung. 


H,C,,——,CHg H,C, CH, 
XXV | | 
H,C\_ VU ee —C = al CH, 
NH | NHCI 
CH, 


AuBerdem weicht das Zn-Komplexsalz in seinen Kigenschaften 
entschieden von dem des nicht ms-substituierten Pyrromethens’) 
yon der sonst gleichen Struktur ab. 

Somit liegt hier zum ersten Male ein ms-alkylsubstitwiertes 
Pyrromethen vor. 

Bekannt war bisher nur ein ms-substituiertes Pyrromethen; 
und zwar das von H. Fischer und Hierneis*) dargestellte 
3,4,5, 3’,4’,5’- Hexamethyl-ms-carbathoxy-pyrromethen-hydrobromid. 

Nach dieser Feststellung wurde versucht, bei der Einwirkung von 
homologen Acylehloriden auf Kryptopyrrol-Grignardverbindung dhnliche 
ms-substituierte Pyrromethene zu erhalten. Bei Zugabe von Butyrylchlorid 
zu der Pyrrol-Grignardverbindung trat aber nur noch geringe, bei Benzoyl- 
chlorid tiberhaupt keine Pyrromethenbildung mehr ein. Im letzteren Falle 
firbt sich die Reaktionsmasse nur noch schwach gelb. 

Das bei der Kinwirkung von Butyrylchlorid auf Kryptopyrrol- 
magnesiumbromid als Nebenprodukt in geringer Menge erhaltene 
Pyrromethen wurde isoliert. Wihrend das mit Aceton extrahierte 
Pyrromethenhydrochlorid eine nicht zu deutende Analyse ergab, 
sprach die Bestimmung des Zinks im Zn-Komplexsalz seiner freien 
Base eindeutig fiir das Vorliegen des 3,3’,5,5’- Tetramethyl-4, 4’- di- 
ithyl-ms-propyl-pyrromethens. 


(Versuche, diese Acylpyrrole auf anderen Wegen mit «-freien Pyrrolen 
zur Kondensation zu bringen, sind im Gange.) 


) H. Fischer u. Mitarb., Liebigs Ann. 452, 296 (1927); 492, 35 (1931), 
*) H. Fischer u. Hierneis, Liebigs Ann. 492, 25, 33 (1931). 
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Nun wurde versucht, durch Verseifung und nachfolgender 
Bromierung des 3-Methyl-4-ithyl-2-carbithoxypyrrols (IV) zum 
5-Brom-3-methyl-4-athyl-2-carboxypyrrol(X XVII) zu gelangen. Die 
Verseifung konnte mit sehr guter Ausbeute durchgefiihrt werden, 
Die erhaltene Opsopyrrol-a-carbonsiiure (XXVI) krystallisiert aus 
Methanol in glinzenden, rhombischen Blittchen vom Schmelzp. 200 
bis 201°. Sie ist sehr empfindlich gegen Mineralsiiuren und de- 
carboxyliert bei deren Anwesenheit sofort. Die Ehrlichsche 
Reaktion gibt mit dieser Opsopyrrol-a-carbonsiure daher die fir 
Opsopyrrol typische Blaufairbung und nicht die Rotfarbung, dic 
fiir «@-monosubstituierte Pyrrole charakteristisch ist. 


HsCy— 0B H,C,— CH, H,C,—CH, 
ew > | 
_20000,H, H. CooH Bre coon 

IV NH XXVI NH XXVII_ NH 


Der Versuch, diese auf einem etwas zeitraubenden Wege z1u- 
gingliche Opsopyrrol-a-carbonsiiure (XXVI) durch direkte Kin- 
wirkung von CO, auf die Grignardverbindung des Opsopyrrols 
zu erhalten, hatte ebenfalls Erfolg; allerdings war die Ausbeute 
nur eine 50°], j ige. DaB die so gewonnene Opsopyrrol-a-carbon- 
siure identisch ist mit der oben “@argestallten (XXXVI), konnte an 
den mit Diazomethan erhaltenen Methylestern bewiesen werden. 
Die Substitution iiber die Grignardverbindung des Opsopyrrols findet 
also in 2-Stellung, in Nachbarstellung zur 3-Methylgruppe, statt. 

Diese Methode der Gewinnung von Pyrrol-@-carbonsiuren 
mittels der Pyrrol-Grignardverbindung und CO, wurde nun aui 
Krypto- und Himopyrrol iibertragen. Es wurden sowohl die 2,4-Di- 
methyl-3-sithylpyrrol-5-carbonsiiure = Kryptopyrrol-a-carbonsiure 
(XX VITT) und die 2,3-Dimethyl-4-iithylpyrrol-5-carbonsiure = Hiimo- 
pyrrol-a-carbonsiiure (X XIX) dargestellt, die beide wohl in alka- 
lischer Lésung, nicht aber frei bestindig sind, und von denen 
die erstere sogar schon nach '/,—1 Stunde in Kryptopyrrol und 
CO, zu zerfallen beginnt. DaB in den unstabilen Produkten nicht 
die >>N—COOH-Gruppe vorliegt, wurde durch Veresterung mit 
Diazomethan bewiesen, die zu dem bisher unbekannten 2,4-Di- 
methyl-3-ithyl-5-carbmethorypyrrol und dem 2,3-Dimethyl-4-ithyl- 
5-carbmeihoxypyrrol fiihrte. SchlieSlich wurde durch Verseifung 
des 2,4-Dimethyl-3-ithyl-5-carbithoxypyrrols dieselbe unbestiindige 
Kryptopyrrol-g-carbonsiiure erhalten wie oben. 

Nach diesen Feststellungen wurde das 8S. 174 beschriebene 
3-Methyl-4-athyl-5-carbiithoxypyrrol zur Carbonsiiure (XXX) verseilt 
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und diese mit der isomeren 3-Methyl-4-iithylpyrrol-2-carbon- 
siure (XXVI) verglichen. Auch hier zeigte sich, daB mit Mineral- 
siuren eine Decarboxylierung stattfindet, wenn auch wesentlich 
langsamer als bei der letzteren. 


Diese Versuchsergebnisse sind insofern interessant, als sie in ihren 
Schlubfolgerungen den ganzen Komplex der Versuche zur Synthese der Iso- 
neoxanthobilirubinsiure tiber die Pyrrol-«-carbonsiiuren unter einem neuen 
Gesichtswinkel zu betrachten gestatten. Sie zeigen, daB die Haftfestigkeit 
der Carbonséiuregruppen im Pyrrol eine konstitutionell stark bedingte ist. 
Da die a-Carbonsiure des Kryptopyrrols (XXVIII) sich als unbestindiger 





H,C;-—_,C,_H; H,C——C,H, H,C——C,H, H,;C-——C,H 
} O 
HOOC \ CH; HOOC. UH HOOC._ Br HOOC. UC<yAq 
NH NH NH NH 
XXVIII XXVI XXVII V 
H,C,-—C,H, H,C-—— C,H, H,C-——__C,H,; H,C;——[j C2 H, 
H,C.__/ COOH H. COOH Br. COOH Oc. Jcoon 
NH NH NH NH 
XXIX XXX XXXII XXI 


erwiesen hat als die a-Carbonsiiure des Himopyrrols (XXIX), ist man ge- 
zwungen anzunehmen, dab die «-Carboxygruppe in Nachbarschaft zur 
5-Methylgruppe weniger fest haftet als in Nachbarstellung zur 6-Athylgruppe. 
Tatsiichlich finden sich die entsprechenden Unterschiede in der Haftfestig- 
keit wieder bei den isomeren a#-Carbonsiuren des Opsopyrrols(X XVI u. XXX) 
und den zugehérigen noch spiiter zu besprechenden Bromkérpern (XXVII 
u. XX XI). 

Diese Eigenart ist es nun auch, die verantwortlich dafiir ist, daB es 
zwar gelingen konnte, in der 3-Methy1-4-athyl-5-formylpyrrol-2-carbonsiiure(V) 
(durch primiire Decarboxylierung infolge Verschiebung des py im Reaktions- 
gemisch nach dem sauren Bereich) die Carboxygruppe gegen Brom umzu- 
tauschen, nicht aber unter denselben Bedingungen in der isomeren 3-Methyl- 
4-iithyl-2-formylpyrrol-5-carbonsiiure (XXI). So ist jetzt erst verstindlich 
geworden, daf die Versuche zur Gewinnung der Iso-neoxanthobilirubinsdure 
auf dem urspriinglich (S. 169) in Betracht gezogenen Wege miblingen muBten. 

Die 6-Methylgruppe wirkt also im Pyrrol allgemein stiirker abstoBend 
auf die benachbarte «-Carboxygruppe als die §-Athylgruppe. Es wiire aber 
durchaus falsch, zu glauben, daB die 6-Methylgruppe von vornherein etwa 
eine stirker abschirmende oder blockierende Wirkung auf die im Pyrrol- 
kern benachbarte freie «-Methingruppe ausiibe als die p-Athylgruppe; denn 
die EKinfiithrung der Carbithoxygruppe tiber die Grignardverbindungen des 
Krypto- bzw. Himopyrrols z. B. hat genau das umgekehrte Ergebnis. Hier 
ist das Verhiltnis von o«-Carbiithoxy- zum N-Carbithoxy-kryptopyrrol etwa 
5:1, bei «-Carbithoxy- zum N-Carbiithoxy-himopyrrol etwa 3:1. Da beim 
Ilimopyrrol die Wanderung des Carbithoxyrestes vom Stickstoff in die freie 
(t- ae sich weniger leicht vollzieht, wire gerade der Athylgruppe hier 

lie stiirker abstoBende Wirkung auf die Carbithoxygruppe zuzuschreiben. 
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Aus diesen Feststellungen ersieht man, daB m der Pyrrolreihe 
Gesetemapigketten ber Substitutionsreaktionen nur beschradnkt vor. 
ausgesetzt werden diirfen'). 

Bei der Bromierung der 3-Methyl-4-athylpyrrol-2-carbon. 
siure (X XVI) muBten also, um eine Decarboxylierung zu vermeiden, 
bestimmte VorsichtsmaBregeln angewandt werden. Durch Bromierung 
in Tetrachlorkohlenstoff und schnelle Aufarbeitung iiber Natron. 
lauge konnte in fast quantitativer Ausbeute die entsprechende 
5-Brom-3-methyl-4-ithylpyrrol-2-carbonsiure (XXVIII) erhalten 
werden, die aus Methanol in langen, farblosen Nadeln vom Schmelz- 
punkt 75—76° krystallisiert. Sie ist roh nur ungefihr einen Tag 
bestiindig und zerfallt dann unter Abgabe von HBr und Schwarv- 
firbung. Durch Umkrystallisieren kann die Haltbarkeit auf einige 
Tage gesteigert werden. 

Dieses Pyrrol hatte nun durch Decarboxylierung das an- 
gestrebte 5-Brom-3-methy]-4-iithylpyrrol geben miissen. Eigentiin- 
licherweise trat aber, auch bei der schonendsten Decarboxylierung 
durch einfaches Stehen einer aitherischen Lésung des Pyrrols iiber 
5°/, iger HCl, eine vollstiindige Zersetzung ein. Nach Ausschiitteln 
der itherischen Schicht mit NaOH und Verdampfen des Athers 
hinterblieb ein Ol, das nicht krystallisierte und das die Beilstein- 
reaktion nicht mehr gab, also iiberhaupt kein Brom mehr enthielt! 
Obwohl diese Reaktion noch einer niheren Bearbeitung unter- 
zogen werden mub, kann schon mit Sicherheit gesagt werden, dab 
in dem Endprodukt der Reaktion kein Pyrrol mehr vorliegt; denn 
auch die Ehrlichsche Reaktion ist abnorm. 

Diese Versuche hatten also das Ergebnis, dap das 5-Brom- 
3-methyl-4-dthylpyrrol tiberhaupt nicht existenzfdhig ist. Alle Ver- 
suche, iiber die bromierten Acyl-opsopyrrole zu diesem Pyrrol zu 
gelangen, muBten also notgedrungen scheitern. 

Wenn das 5-Brom-3-methy]-4-iithylpyrrol dennoch als Kompo- 
nente in ein Pyrromethen eingefiihrt werden sollte, war es notig, 
dieses Pyrrol im Augenblick seiner Entstehung, also im Moment 
der Decarboxylierung der 5-Brom-3-methyl-4-athylpyrrol-2-carbon- 
siure, abzufangen und zu stabilisieren. Die H. Fischer-Zerweck- 
sche Pyrrolaldehyd-Synthese hat versagt, eben weil bei der Um- 
setzung im wasserfreien Medium die Voraussetzungen fiir die 
Decarboxylierung nicht erfiillt sind. Dagegen fiihrte die Kondensatwn 


) Vgl. die Feststellung sehr unterschiedlichen Verhaltens homologer 
Pyrrole von H. Fischer u. Biumler, Liebigs Ann. 468, 61 (1929). 
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mit Opsopyrrolcarbonsdurealdehyd (XXXII) = 3-Methyl-2-formyl- 
pyrrol-4-propionsdure und 48°/,.ger HBr zum Zrele. 


H,C,,—CH, H,C;—,CH,CH,COOH 
i to | | | 
Bri coon H>Cl JH 
NH NH 
XXVII XXXII 
H,C, a H,C;——CH, CH, COOCH, 
Bry cH 
NHBr Ni 
XXXII 


Die Bromwasserstoffsdéure bewirkt vm ersten Stadium der Re- 
aktion die Decarboxylierung, wm zweiten die Kondensation und 
schlieBlich — da Methanol als Lésungsmittel verwendet wird — dre 
Veresterung zu 3-Brom-3,3'-dvmethyl-4-dthyl-pyrromethen-£- pro- 
pionsiuremethylester-hydrobromid (XX XIII). Ks wird bei der Um- 
setzung in prachtvollen roten Nadeln erhalten, die aus CH,OH—HBr 
umkrystallisiert, den Schmelzp. 210° besitzen. Von diesem Pyrro- 


- methen wurde die freie Base isoliert und weiter in Form ihres 


Pikrates charakterisiert. Ber der Umsetzung des Pyrromethen- 
hydrobromids’ (X XXIII) in der iiblichen Weise’) wn Portionen 
von 4g mit CH,OH + H,O im Autoklaven wurde nunmehr dee 


| Iso-neoxanthobilirubinsdure (II) und zwar in emer Ausbeute von 


40—45°/, erhalten. Sie erwies sich in allen Eigenschaften mit der 
indirekt auf dem Wege iiber das Mesobilirubin-III,«?) dargestellten 
identisch. 

Nachdem diese Synthese iiber die 5-Brom-3-methyl-4-ithyl- 
pyrrol-2-carbonsiure zum Ziele gefiihrt hatte, war anzunehmen, 
da8 auch eine Synthese der Neoxanthobilirubinsiure auf dem 
gleichen Wege, ausgehend von der 2-Brom-3-methy]-4-athylpyrrol- 
)-carbonsiure, durchfiihrbar sein miiBte. 

Tatsichlich konnte dieses Pyrrol auch mit dem Opsopyrrol- 
carbonsiurealdehyd (XXXII) in Methanol durch 48°/,ige HBr 
zur Kondensation gebracht werden, allerdings erst, nachdem die 
Decarboxylierungsreaktion durch Erwirmen eingeleitet worden 
war. Es wurde somit das 5-Brom-4,3’-dimethyl-3-iathylpyrro- 
methen-4’-propionsiiuremethylester-hydrobromid erhalten, das auch 
in schénen, roten Nadeln krystallisiert und in die freie Base iiber- 
fiilrbar ist. Die Umsetzung des Pyrromethen-hydrobromids wm 





') W. Siedel u. H. Fischer, Diese Z. 214, 163 (1933). 
*) W. Siedel u. H. Fischer, Diese Z. 214, 164 (1933). 


182 Walter Siedel, 


Autoklaven wre oben fiihrte ebenfalls im einer Ausbeute von 40—45)), 
zur Neoxanthobilirubimsdure (1). 

Wahrend die Iso-neoxanthobilirubinsiiure sich jetzt wunsch- 
gemiB aus Kryptopyrrol, als dem verhiltnismaBig bequemst zu. 
giinglichen Ausgangsmaterial, darstellen liBt, wiire die Neoxantho. 
bilirubinsiiure auf dem neuen Wege nur wieder itiber das Hiimo. 
pyrrol zu erhalten gewesen. 

Um diese Schwierigkeit zu umgehen und auch fiir diese 
Synthese das Kryptopyrrol als Ausgangsprodukt verwenden zu 
kénnen, wurde die Gewinnung der 2-Brom-3-methyl-4-iithylpyrrol- 
5-carbonsiiure (XX XI) in der Weise durchgefiihrt, daB die 3-Methyl- 


H,C_—__C,H, ~ C,H, 
i| 


XXXIV | || XXXV | 
H,C,00C._}COOcH, HOOcL__/Coocn, 
NH NH 


4-ithyl-2-carbithoxypyrrol-5-carbonsiiure (III) mit Diazomethan in 
Ather verestert und das erhaltene 3-Methyl-4-iithyl-5-carb- 
methoxy-2-carbithoxypyrrol (XXXIV) mit 1 Mol KOH einseitig 
verseift wurde. Es wird so das Gemisch (eine erhéhte Verseifungs- 
geschwindigkeit der Carbmethoxygruppe gegeniiber der Carbithoxy- 
gruppe trat kaum in Erscheinung) der beiden Pyrrolcarbonsiiuren 
(II und XXXV) erhalten, die nach der Decarboxylierung im 
Schwertkolben ein Gemisch von 3-Methy]-4-ithyl-5-carbmethoxy- 
pyrrol und 3-Methyl-4-athyl-2-carbiithoxypyrrol (IV) lieferten. Das 
Gemisch 1l4Bt sich durch fraktionierte Destillation trennen. Im 
allgemeinen aber krystallisiert das 3-Methyl-4-ithyl-5-carbmethoxy- 
pyrrol (Schmelzp. 61°) aus und kann von dem Pyrrol IV (Schmelz- 
punkt 25°) durch Abnutschen glatt getrennt werden. Identifiziert 
wurde das 3-Methyl-4-athyl-5-carbmethoxypyrrol mit der aus 
Hamopyrrol erhaltenen und mit Diazomethan veresterten 3-Methy!- 
4-iithylpyrrol-5-carbonsiure (XXX). 

Hinzuzufiigen ist noch, daB bei dem Versuch, das 3-Methyl-4-iithyl- 
2-carbithoxy-5-carboxypyrrol (III) in Methanollésung mit Diazomethan zu 


verestern, eine véllige Umesterung zu 3-Methyl-4-dathyl-2,5-dicarbmethoxy- | 


pyrrol vom Schmelzp. 97° eintrat. Diese Umesterung wurde vermieden durch 
Eintragen der Pyrrolcarbonsiiure (III) in eine itherische Diazomethanlésung. 

Kigenartig ist, daB die Schmelzpunkte der beiden isomeren a-Carb- 
iithoxy-opsopyrrole 50° auseinander liegen, diejenigen der isomeren a-Carb- 
methoxy-opsopyrrole nur 8°. 


Ich gestatte mir, Herrn Geheimrat Prof. Dr. Hans Fischer fiir die stets 
wohlwollende Férderung dieser Untersuchungen meinen ergebensten Dank 
zum Ausdruck zu bringen. 
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Versuche. 


Kryptopyrrol = 2,4-Dimethyl-3- “athylpyrrol. Die Umsetzung des 
9 4-Dimethyl-3-acety]-5- -carbithoxypyrrols wird im 10 Liter-Drehautoklaven 
yorgenommen. Ansatz: 1 kg Pyrrol, Athylat aus 5,8 Liter absolutem 
Athanol und 400 g Natrium, 500 g Hydrazinhydrat. Heizung: 6—8 Stunden 
auf 185°; es ist wichtig, ohne Unterbrechung auf diese Temperatur zu 
kommen. Die Reduktion scheint wiihrend der 3. Stunde der Heizdauer 
spontan vor sich zu gehen; denn der Druck steigt in dieser Zeit schnell 
yon etwa 40—50 Atii auf 110—130 Atii. Ausbeute: 360—370 g Krypto- 
pyrrol = 63—65°/, d. Th. 


2,4-Dimethyl-3-acetylpyrrol-5-carbonsaurebutylester. 210 g Acet- 
essigsiiure-butylester in 900 ccm Eisessig gelést, werden nach der iibiichen 
Methode (Seite 184) mit 70 g NaNO, nitrosiert und mit 130 g Acetylaceton 
versetzt. Zur Reduktion werden 150 g Zinkstaub verwendet. Zum Schlusse 
wird das Pyrrol in etwa 12 Liter Waseer ausgefiillt. Im Gegensatz zum 


' entsprechenden Pyrrolcarbonsiureithylester fillt dieser Pyrrolearbonsiure- 
_ butylester zuerst 6lig aus und erstarrt erst nach einigen Stunden Stehen. 


Er wird auf dem Tonteller getrocknet; Ausbeute: 176 g = 56°/, d. Th. 


' Aus Methanol umkrystallisiert, radial angeordnete, farblose Nadeln; 
| Schmelzp. 75° '). 


5,304 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 12,740 mg CO,, 4,010 mg H,O. — 


| 3970 mg Subst.: 0,225 cem N (24°, 720 mm). 


C,,H,g0,N (237,1) Ber. C 65,79 H 8,06 N 5,91 
Gef. ,, 65,51 ,, 8,46 ,, 6,17. 

120 g des so erhaltenen Pyrrols wurden im Autoklaven der Hydrierung 
nach Wolff-Kishner unterworfen, die Ausbeute an Kryptopyrrol betrug 
30 g = 48°/, d. Th. 

2,4-Dimethyl-3-athyl-5-carbathoxypyrrol und 2,4-Dimethyl- 


3-athyl-1-carbathoxypyrrol. In einem 1 Liter-Rundkolben mit auf- 


gesetztem Dimrothkiihler und Tropftrichter 14Bt man zu 10 g Magnesium- 
spinen in 50 ccm absolutem Ather langsam eine Lésung von 45 ¢ Athyl- 


 bromid in 100 cem absolutem Ather zutropfen. Die Reaktion kommt bald 


in Gang; der Beginn zeigt sich in einer Triibung der Lisung. Wenn das 
Magnesium gelést ist, kocht man noch '/, Stunde auf dem Wasserbad. 
(Falls sich das Magnesium nicht voéllig lésen sollte, fiigt man noch einige 
Tropfen Athylbromid zu). Nun lift man abkiihlen, gibt unter Umschiitteln 
eine Lésung von 50g Kryptopyrrol in 150 ccm absolutem Ather tropfen- 
weise hinzu und erhitzt 3 Stunden auf dem Wasserbad. Dann wird wieder 
abgekiihlt, unter Umschiitteln eine Liésung von 45 g Chlorkohlensiiure- 
ithylester in 150 cem absolutem Ather tropfenweise zugegeben, 8—4 Stunden 
erhitzt und schlieBlich einige Stunden kalt stehen gelassen. Hierauf wird 
die Grignardlésung unter Riickflu8kiihlung mit einer gesiittigten Ammonium- 
chloridlésung vorsichtig zersetzt. Im Scheidetrichter wird nach weiterem 
Zusatz von 30 ecem 10°/,iger HCl der Ather abgetrennt und die salzsaure 
Ammoniumehloridiésung noch zweimal mit Ather ausgeschiittelt. Die ver- 
éinigten n Atherausziige werden iiber Na,SO, getrocknet und auf dem Wasser- 





) Die Schmelzpunkte in dieser Arbeit sind siimtlich korrigiert. 
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bad eingeengt. Der Riickstand wird in eine Porzellanschale gegossen, wy, 
er nach einigen Stunden auskrystallisiert. Man saugt die Krystallmagse 
auf der Nutsche ab, wiascht mit wenig absolutem Alkohol und unterwirf 
das gesamte Filtrat der Destillation im Vakuum. Man erhiilt so drei Frak. 
tionen bei 11 mm Hg: 


I. 80—100°..... Kryptopyrrol 
II. 120—140°..... N-Carbiithoxy-kryptopyrrol 
III. 140—160°..... Carbiithoxy-kryptopyrrol. 


Nunmehr wird der Riickstand auf der Nutsche mit der Fraktion [I] 
vereinigt und aus Athanol umkrystallisiert. 


Ausbeuten: 40—45 g Carbithoxy-kryptopyrrol (Schmelp. 96°) 
10—15 g N-Carbiithoxy-kryptopyrrol. 


Rickverwandlung des N-Carbathoxy-kryptopyrrols in Krypto 
pyrrol. In einem 3 Liter-Kolben werden 40 g N-Carbithoxy-kryptopyrro] 
zu einer Lésung von 100 g KOH in 60 ccm Wasser gegeben und eine 
Messerspitze Sand zugefiigt. Dann wird der Kolben im Olbad '/,—1 Stunde 
auf 170° erhitzt. Wenn die Decarboxylierung beendet ist, wird mit iiber. 
hitztem (220—250°) Wasserdampf das _ entstandene Kryptopyrrol tiber- 
getrieben. Die Olbadtemperatur wird dabei auf 200° gesteigert. Das 
Kryptopyrrol wird wie iiblich isoliert. Ausbeute: 25 g = 100°/, d. Th. 
Siedep. 86—87°, 12 mm. 


2,4-Dimethyl-l-carbathoxypyrrol. Es wird bei der Einwirkung des 
Chlorkoblensiureiithylesters auf die Grignardverbindung des 2,4-Dimethyl- 
pyrrols erhalten. Die Ausbeute betrigt 6—8°)); gelbliches Ol, Siede- 
punkt 101°, 12 mm. 

4,200 mg Subst.: 9,980 mg CO,, 3,025 mg H,O. — 2,840 mg Subst.: 
0,226 com N (24°, 715 mm). — 6,820 mg Subst.: 9,432 mg AgJ. 

C,H,,0,N (167) Ber. C 64,67 H 7,79 N 8,38 OC,H, 26,95 

Gef. ,, 64,81 ,, 8,06 ,, 8,60 26,53. 


2,3-Dimethyl-4-athyl-1-carbathoxypyrrol. Aus Hiimopyrrol erhalten: 
an der Luft gelblich werdendes Ol, Siedep. 129—130°, 10 mm. 


5,755 mg Subst. (i. V. iiber BaO dest.): 6,835 mg AgJ. 
C,,H,,0,N (195,1) Ber. OC,H,; 23,05; Gef. OC,H; 22,78. 


2,4-Diathyl-3-propyl-1-carbathoxypyrrol. Aus 2, 4-Diiithyl-3-propy! 
pyrrol erhalten; gelbliches Ol, Siedep. 165—170°, 12 mm. 


5,550 mg Subst. (i. V. tiber BaO dest.): 5,535 mg AgJ. 
C,,H,,0,N (237,1) Ber. OC,H, 18,98 Gef. OC,H, 19,13. 


2-Methyl-4-athyl-5-propionyl-3-carbathoxypyrrol (VII). Eine 
Mischung von 520 g technischem Dipropionylmethan und 2 Liter Eisessig 
werden in einem 5 Liter-Kolben mit Eis—Kochsalzmischung gekiihlt. Durch 
Zugabe von 10 cem gesittigter NaNO,-Liésung kann man erreichen, dab die 
Temperatur des Gemisches auf + 7° sinkt, ohne da’ der Eisessig aus: 
krystallisiert. Wenn die Temperatur des Gemisches + 7° erreicht hat, 
la8t man unter Turbinieren langsam eine gesiittigte wiBbrige Lisung von 
150 g NaNO, zutropfen. Nach der Zugabe riihrt man noch 2 Stunden ohne 
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' Kihlung und 1aBt 12 Stunden stehen. Dann gibt man 260g Acetessig- 
ester hinzu und trigt 300g Zinkstaub unter lebhaftem Riihren innerhalb 
' 9Stunden ein. Anfangs wird nicht gekiihlt, wenn aber bei der Reduktion 
' die Temperatur des Reaktionsgemisches + 60° iibersteigen sollte, kiihlt 
' man von auBen mit Wasser. Nach dem Eintragen des Zinkstaubes erhitzt 
' man den Kolben noch 2—3 Stunden unter RiickfluB auf dem Sandbad. 


Hierauf gieBt man die heiBe Lésung vorsichtig vom Riickstand ab in 
3) Liter kriftig geriihrtes Eiswasser. Das im Wasser ausgefillte Pyrrol 
wird nach 10—14 Stunden Stehen abgenutscht, mit Wasser gewaschen und 


auf Tontellern getrocknet. Ausbeute: 190—200 g = 42°/, d. Th. Aus 
| \thanol umkrystallisiert: lange, farblose Nadeln vom Schmelzp. 156 °. 


2-Methyl-4-athyl-5-propionyl-3-carboxypyrrol (VIIa). 50g reines 


| 9.Methyl-4-iithyl-5-propionyl-3-carbithoxypyrrol werden in 200 ccm Athanol 
' gelést und mit einer Lésung von 200 g KOH in 250 ccm Wasser versetzt. 

Die Mischung wird 1 Stunde auf dem Sandbad zum Sieden erhitzt, hierauf 
das Athanol abdestilliert, die alkalische Lésung stark mit Wasser verdiinnt 
' und vom Unverseiften abfiltriert. SchlieBlich wird die Pyrrolearbonsiure 
' mit verdiinnter Essigsiiure gefillt. Ausbeute: 27g = 60°/, d. Th. Aus 
Athanol umkrystallisiert; farblose, gekreuzte Prismen, Zersetzungsp. 253°. 
Das Pyrrol gibt die Ehrlichsche Reaktion auch in der Hitze nicht. 


5,010 mg Subst. (i. V. bei 60° getr.): 11,635 mg CO,, 3,285 mg H,O. — 


| 2.690 mg Subst.: 0,161 cem N (21°, 722 mm). 


C,,H,,0O;,N Ber. C 63,13 H 7,22 N 6,69 
Gef. ,, 63,33 ,, 7,34 ,, 6,60 


2-Methyl-4-athyl-5-propionylpyrrol (VIII). Die Decarboxylierung 


des 2-Methyl-4-ithyl-5-propionyl-3-carboxypyrrols gelingt leicht durch Er- 
| hitzen im Sehwertkolben. Das Destillat erstarrt zu einer rétlichen Krystall- 


masse, die zweimal aus Athanol umkrystallisiert, in groBen, farblosen Nadeln 


erhalten wird. Ausbeute (aus 95 g): 55 g = 75°/,; Schmelzp. 115,5°, Siede- 


punkt 226°, 720 mm. Die Ehrlichsche Reaktion ist erst in der Hitze 
positiv. Das Pyrrol ist in Ather schwer loslich. 


5,185 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 13,700 mg CO,, 4,170 mg H,O. — 
4180 mg Subst.: 0,3214 cem N (22°, 722 mm). 


C,,H,,ON (165,1) Ber. C 72,68 H 9,15 N 8,48 
Gef. ,, 72,76 ,, 9,09 ,, 8,44. 


2-Methyl-4-athyl-3-formyl-5-propionylpyrrol (IX). 10 g 2-Methyl- 
4iithyl-5-propionylpyrrol werden in 100 ccm absolutem Ather aufgeschlimmt, 
die Mischung mit 10 cem HON versetzt und unter Eis—Kochsalzkiihlung mit 
HCl gesittigt. Nach 12 Stunden Stehen wird das entstandene Pyrrol- 
ildimin-hydrochlorid abgesaugt (es veriindert sich an der Luft schnell und 
verschmiert unter Violettfiirbung), in Wasser gelést und mit Ammoniak ge- 
‘illt. Der Pyrrolaldehyd kommt in einer braunen, amorphen Form heraus. 

2,3-Dimethyl-4-athylpyrrol = Hamopyrrol (X). Das getrocknete 
2-Methyl-4-iithyl-3-formy|-5-propionylpyrrol wird in der iiblichen Weise nach 
Wolff-Kishner reduziert. Die Ausbeute betriigt etwa 50°/, d. Th. Das 
Vikrat des gewonnenen Pyrrols zeigt in Mischung mit Himopyrrol-pikrat 
keine Schmelzpunktsdepression. 
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Opsopyrrol-aldehyd, Reduktion zu Kryptopyrrol. Die Darste llung 
des Opsopyrrol-aldehyds wird nach der angegebenen Methode') vorgenommen, 
Das so erhaltene gelbe, sandige Pulver firbt sich bei 160—170° dunke) 
und sintert bei 210—215° Alle Versuche zur Umkrystallisation sind ge. 
scheitert; in den meisten Lésungsmitteln verharzt die Substanz sofort. Bein 
Erhitzen im Hochvakuum auf 80—100' wurde nur ein geringes Sublimat 
von Nadeln und rechteckigen Blittchen erhalten, die bei 180° unter Zer. 
setzung schmolzen und die Ehrlichsche Reaktion gaben. Die Hauptmeng 
des Aldehyds aber blieb unveriindert, bzw. zersetzte sich bei hohere; 
Temperatur. 

Die Reduktion des Opsopyrrol-aldehyds wurde im Handautoklayey 
nach Wolff-Kishner vorgenommen. Es wurde nach der Aufarbeitung 
iiber Ather ein gelbes Ol erhalten, das mit iitherischer Pikrinsdure ein Pj. 
krat vom Schmelzp. 141,5° (umkrystallisiert) ergab. Der Mischschmelzpunkt 
mit Kryptopyrrol-pikrat (Schmelzp. 141—142°) lag bei 141°, mit Hiimo. 
pyrrol-pikrat (Schmelzp. 125°) bei 114°. 

3-Methyl1-5-formyl1-2,4- dicarbathoxypyrrol (XI). Je 50 g 2,4-Di. 
methyl-3, 5- dicarbithoxypyrrol werden in einem 1 Liter- Rundkolben mit 
280 cem absolutem Ather aufgeschliimmt. Ohne zu kiihlen werden dant 
56,5 g Sulfurylchlorid langsam eingetragen. Der Kolben bleibt 12 Stunden 
leicht verschlossen stehen. Hierauf wird der Ather auf einem Wasserbad, 
dessen Temperatur 60° nicht iibersteigen darf, restlos abdestilliert. Die 
trockene Masse wird unter Erwiirmen im _ siedenden Wasserbad in 
250 cem Athanol gelést und nach geringem Abkihlen unter kurzem 
Schiitteln mit 80—100 cem Wasser versetzt. In kurzer Zeit krystallisiert 
der Pyrrolaldehyd aus. Er wird abgenutscht und mit Wasser und wenig 
Sprit gewaschen. Es hinterbleibt eine rein weiBe Krystallmasse. Aus- 
beute: 27 g = 51°/, d. Th. Aus Wasser umkrystallisiert erhilt man lange, 
verfilzte Nadeln vom Schmelzp. 127—128°. 

4,390 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 9,080 mg CO,, 2,415 mg H,0. 

Cy.H,,0;N (253,1) Ber. C 56,89 H 5,95 
Gef. ,, 56,41 ,, 6,16 

Aldehyd des #-Methylpyrrols = 3-Methyl-5-formylpyrrol (X1I)’, 
10 g -Methylpyrrol werden in 50—70 cem absolutem Ather gelést, mit 
Eis—Kochsalzmischung gekihlt und mit 10 cem HCN versetzt. Hierauf wird 
mit HCl gesittigt. Nach kurzer Zeit scheidet sich das Pyrrolaldiminhydro- 
chlorid ab, das abgenutscht und mit Eiswasser zersetzt wird. Bei Zugabe 
von Ammoniak fallt der Pyrrolaldehyd in braunen Flocken aus. Getrocknet 
stellt er ein gelbbraunes Pulver dar, das in seinen Eigenschaften dem Opso- 
pyrrolaldehyd gleicht. Ausbeute: 10 g. Es sintert bei 119—121°, ist nicht 
umkrystallisierbar und 14Bt sich nicht im Hochvakuum sublimieren, wie fir 
3-Methyl-2-formylpyrrol (XIII) angegeben ist. (Mit Lésungsmitteln tritt mei 
stens Verharzung ein, mif Methanol z. B. entsteht eine korkartige Masse.) 

2,4-Dimethylpyrrol: durch Reduktion des 3-Methy!-5-formy!: 
pyrrols. Die Reduktion geschieht noch Wolff-Kishner im Handauto- 
klaven bei 160°, die Aufarbeitung iiber Ather wie iiblich. (Eine Destillation 
konnte aus “Mangel an Substanz nicht durchgefihrt werden.) 


1) Liebigs Ann. 475, 239 (1929). 
*) Diese Versuche verdanke ich Herrn Paul Neubert. 





| wird 
| Schn 


meth 


: punk 


liegt 


Kryy 
erwii 


halb 


B auf 1 
- abfilt 
F Vaku 


i pyrre 


Luft 


Addi 


| Subst 


C, 


Deca) 
3-dith: 
KOH 
Alko} 
geseti 
diinnt 
tritt) 

Hiera 
komm 
Ausbi 


werde 
werde 
1, St 
Nach 
filtrie: 
als H; 
160° 


den 3 


den 3 
werde 


2.615 








lung 
men, 
inke| 
ge. 
Beim 
limat 
Zer- 
enge 
1erer 


aven 
tung 
1 Pi. 
unkt 
‘im0- 


t-[)j- 

mit 
dann 
nden 
bad, 

Die 
| in 
rzem 
slert 
enig 
Aus- 


nge, 





Neue Synthesen der Neo- und Iso-neoxanthobilirubinsiure. 187 


Das erhaltene Pyrrol gibt kein Pikrat. Mit essigsaurer Sublimatlésung 


_ wird als rétlicher Niederschlag das HgCl,-Doppelsalz des Pyrrols erhalten, 
 Schmelzp. 189—140°. In Mischung mit dem HgCl, -Doppelsalz des 2,4- Di- 
| methylpyrrols (Schmelzp. 139°) tritt keine Depression ein. Der Mischschmelz- 


punkt mit dem HgCl,-Doppelsalz des 2,3-Dimethylpyrrols (Schmelzp. 111°) 


liegt bei 137°. 


2,4-Dimethyl-3-athylpyrrol-5-essigsaureithylester (XIV). 50 ¢ 
Kryptopyrrol werden mit 5g Kupferpulver auf dem siedenden Wasserbad 


-erwirmt. Dann liBt man unter Schiitteln bei Riickflubkiihlung inner- 


halb */, Stunde 46 g Diazoessigester zutropfen und erhitzt noch '/, Stunde 


F auf 100°. Nach dem Abkiihlen wird mit Ather versetzt, vom Kupferpulver 
' abfiltriert und der Ather abgedampft. Das Rea ktionsprodukt wird im 
| Vakuum destilliert. Die Fraktion von 144—155°/11 mm enthiilt den Krypto- 
_ pyrrol-essigsiureithy lester. Ausbeute: 60 g = 70°/, d. Th. Farbloses an der 
' Luft sich briiunendes Ol, Siedep, 149°/11 mm; gibt mit Pikrinsiure kein 
' Additionsprodukt. 


4,787 mg Subst. (i. V. dest.): 12,055 mg CO,, 3,870 mg H,O. — 5,613 mg 


| Subst.: 0,363 cem N (20°, 718 mm). — 4,935 mg Subst.: 5,387 mg AgJ. 


C,2H,,O.N Ber. C 68,85 H 9,16 N 6,69 OC,H, 21,52 

Gef. », 68,68 9 9,02 9 0,12 99 20,94. 
2,3,5-Trimethyl-4-athylpyrrol = Phyllopyrrol. Verseifung und 
Decarboxylierung des Kryptopyrrol-essigsiureithylesters: 60 g 2,4-Dimethyl- 
3-ithylpyrrol-5-essigsiureithylester werden mit 100 ccm Athanol und 30¢ 
KOH 1 Stunde unter RiickfluB auf dem Sandbad erhitzt. Dann werden der 
Alkohol und anschlieBend mit Wasserdampf die letzten Reste nicht um- 
gesetzten Kryptopyrrols abdestilliert. Das Reaktionsgemisch wird mit ver- 
dimnter HC] angesiuert (wobei Decarboxylierung unter Aufschiumen ein- 


| tritt) und hierauf mit verdiinnter NaOQH-Lésung wieder alkalisch gemacht. 


Hieraut wird die Wasserdampfdestillation fortgesetzt. Das Phyllopyrrol 
kommt im Destillat krystallinisch und fast rein weiB zur Abscheidung. 
Ausbeute etwa 23 g = 40°/, d. Th. Das Pikrat hat den Schmelzp. 105°. 


Umsetzung von Opsopyrrol mit Diazoessigester. 20 ¢ Opsopyrrol 
werden mit 1 g Kupferpulver auf dem siedenden Wasserbad erwirmt. Dann 
werden vorsichtig (stiirmische Reaktion!) 20 g Diazoessigester innerhalb 
', Stunde tropfenweise zugegeben. Hierauf wird noch 1 Stunde erhitzt. 
Nach dem Abkiihlen wird mit absolutem Ather verdiinnt, vom Kupfer ab- 
iltriert und eingeengt. Die fraktionierte Destillation bei 11 mm Hg ergibt 
als Hauptfraktion diejenige von 140—150° und eine Nebenfraktion zwischen 
160° und 190°. 

Die Hauptfraktion kann durch erneute Vakuumdestillation teilweise in 
den 3-Methyl-4-athylpyrrol -5-essigsiureithylester, Siedep. 143—145° und 
den 3-Methyl-4-athylpyrrol-2-essigsiureiithylester, Siedep. 146—149° zerlegt 
werden. 

Fraktion vom Siedep. 149°/11 mm. 


6,210, 3,485 mg Subst.: 15,325, 8,635 mg CO,, 4,855, 2,785 mg H,O. — 
“015 mg Subst.: 0,176 cem N (24°, 715 mm). 


C,,H,,O.N (195,1) Ber. C 67,66 H 8,76 N 7,71 
Gef. ,, 67,30, 67,58  ,, 8,75, 894 ,, 7,28. 
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3-Methyl-4-athylpyrrol-2,5-diessigsaureathylester (XVII). pj 
oben genannte Fraktion von 160—190° stellt den Opsopyrrol- diessigsiure. 
iithylester dar, der rein bei 11 mm Hg bei 180° siedet. Er ist ein leich; 
gelbliches Ol, gibt kein Pikrat, wohl aber mit HgCl, in essigsaurer Lisung 
eine Fallung. Mit KOH verseift und durch Zusatz von HCl decarboxyliert 
gibt er in quantitativer Ausbeute Phyllopyrrol. 


6,145, 4,735 mg Subst. (i. V. dest. 180°/11 mm): 14,565, 11,255 mg CO,, 


6,362 mg Subst.: 9,740 mg AgJ. 
C,,H,,0,N Ber. C 64,01 H8,25 N 4,98  200C,H; 32,00 
Gef. ,, 64,65 ,, 840 ,, 5,61 «29,87 
» 64,82  ,, 8,35 


3-Methyl-4-athyl-5-carbathoxypyrrol-2-carbonsaure (XVIII). 20, 
trocknes 2,3-Dimethy]-4-iithyl-5-carbithoxypyrrol werden in 180 ecm ale 
solutem Ather unter RiickfluBkiihlung und unter Kiihlung mit Eiswasser 
tropfenweise mit 40 g Sulfurylchlorid versetzt. Nach etwa 12-stiindigem 
Stehen wischt man das Reaktionsgemisch kurz mit Eiswasser und dampft 

nach Zugabe von 50 ccm Wasser den Ather ab. Wihrend des Abdestillierens 
tritt gleichzeitig eine schonende Verkochung des Trichlorkérpers zur Pyrrol- 
carbonsiure ein. Wenn die Masse grieBig geworden ist, nutscht man ab 
und lést den Riickstand in etwa 150 ccm 10°/,iger NaOH. Nachdem durch 
2maliges Ausschiitteln der alkalischen Lisung mit Ather die Verunreini- 
gungen entfernt sind, wird unter guter Kiihlung die Pyrrolcarbonsiiure 
mittels verdiinnter HCl gefillt. Ausbeute: 18—20 g = 80—90°/,*d. Th. Aus 
Athanol umkrystallisiert, farblose Nidelchen vom Schmelzp. 218—219°. 


Titration 0,0122 g Subst.: 0,55 cem 0,1/n-NaOH. 
C,,H,,O,.N (Aquiv.-Gew.) Ber. 225 Gef. 222. 


3-Methyl-4-athyl-5-carbathoxypyrrol (XIX). Je 30 g 3-Methyl- 
4-iithyl-5-carbithoxypyrrol-2-carbonsiiure werden im 100 eem-Schwertkolben 
im Olbad etwa 30—40 Minuten auf 220—230° erhitzt. Nach dem Abklingen 
der CO,-Entwicklung wird das gebildete Opsocarbithoxypyrrol im Vakuun 
destilliert, Siedep. 1836—137° bei 11 mm Hg. Es erstarrt in der Vorlage wd 
wird aus Athanol umkrystallisiert. Schmelzp. 76°, Ausbeute: 15—18g= 
62—-75°/, d. Th. 


3-Methy1l-4-athyl-2-formyl]-5-carbathoxypyrrol(XX). 50g 3-Methyl: 
4-iithyl-5-carbiithoxypyrrol werden in einer Mischung von 100 ccm Ather 
und 100 cem Chloroform gelést. Nach Zusatz von 50 cem HCN wird die 
Lésung mit HCl gesittigt. Das auskrystallisierte Pyrrolaldimin- -hydrochlorid 
wird abgesaugt, kurz mit Ather gewaschen und in 8 Liter Eiswasser gelist. 
Nach einiger Zeit beginnt der Pyrrolaldehyd in langen, farblosen Nadeln 
auszukrystallisieren. Die Ausbeute ist fast quantitativ. Der Aldehyd ist 
in allen gebriuchlichen organischen Solventien leicht léslich. Er wird au 
Wasser oder aus Athanol—Wasser umkrystallisiert, Schmelzp. 68°. 


4,590 mg Subst. (bei 30° i. V. getr.): 10,645 mg CO,, 2,940 mg H,0. - 
3,765 mg Subst.: 0,225 cem N (23°, 723 mm). 


C,,H,;0,N (209,1) Ber. & 63, 12 H 7 523 N 6,69 
Gef. ” 63. ) OF . ‘A 17 is 6,56. 
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Der Pyrrolaldehyd bildet mit den iiquimolekularen Mengen Hydrazin- 
hydrat sowohl ein Hydrazon wie ein Aldazin. Das Hydrazon, das aus 

Athanol-Wasser in langen farblosen Nadeln krystallisiert und den Schmelz- 
punkt 72° besitzt, hat die Eigenschaft, beim Erhitzen auf den Schmelzpunkt, 
beim Erwiirmen in Liésungsmitteln oder auch bei liingerem Liegen an der 
Luft sich in das Aldazin umzuwandeln. 

Aldazin des 3- -Methyl- 4-athyl -2-formyl -5-carbathoxypyrrols. 
04g des Pyrrols werden in Athanol gelést, mit 0,05 cem Hydrazinhydrat 
yersetzt und kurz auf dem Wasserbad erhitzt. Nach einiger Zeit krystalli- 
siert das Aldazin in gelben Nadelchen vom Schmelzp. 248—249° aus. Um- 
krystallisiert wird es aus Athanol. 

11,32 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 1,4 cem N (22°, 719 mm). 

CosHy0,N, (414,83) Ber. N 13,58 Gef. N 13,54. 
3-Methy1-4-athyl-2-formyl-5-carboxypyrrol (XXI). Die Verseifung 
des 3-Methyl-4-ithyl-2-formyl-5-carbithoxypyrrols (XX) wird, wie fiir das 
lsomere angegeben ist’), vorgenommen. Sie fiihrt zu einem sehr hellen 
Produkt, das im Hochvakuum bei 120—130° sublimiert oder aus Athanol- 
Wasser in farblosen Nadeln vom Schmelzp. 174° erhalten wird. 


4,980 mg Subst. (i. Hochv. sublimiert): 10,860 mg CO,, 2,695 mg H,O. 
- 3,475 mg Subst.: 0,236 eem N (23°, 722 mm). 
C,H,,0,N (181,1) Ber. C5963 H613 N 7,73 
Gef. ,, 59,47 , 605 ,, 7,44. 


Die Bromierung dieses Pyrrols entsprechend seinem Isomeren’) ge- 
lingt nicht. 

3-Methyl-4-athyl-2-acetylpyrrol (XXIII). Zu einer Grignardlésung 
aus 1,8 g Magnesium und 8 g Athylbromid wird eine absolut iitherische 
Lisung von 8 g 3-Methyl-4-ithylpyrrol gegeben und '/, Stunde gekocht. 
Dann ‘werden 5,8 g Acetylchlorid in absolutem Ather sugetroptt und eine 
Stunde kalt sehen gelassen. Es scheidet sich dabei am Boden des Gefiibes 
ein dunkles Ol ab. Nunmehr wird mit NH,Cl-Lésung und verdiinnter HCl 
zersetzt. Das Acetylpyrrol wird in Ather aufgenommen, dieser gewaschen, 
getrocknet und eingeengt; dabei krystallisiert das Acetyl-opsopyrrol aus. Es 
wird aus Methanol umkrystallisiert, Schmelzp. 92,5—93°. Das itherische 
Filtrat liefert, bei 11 mm Hg destilliert, bei 140—145° eine dlige Fraktion, 
die bald erstarrt und ebenfalls Acetyl-opsopyrrol darstellt. Das Pyrrol kry- 
stallisiert aus Methanol in derben, rhombischen Prismen; die Ehrlichsche 
Reaktion ist nur in der Hitze nositiv. 


4,315 mg Subst. (bei 55° i. V. getr.): 11,330 mg CO,, 3,430 mg H,O. — 
2,840 mg Subst.: 0,236 cem N (19°, 710 mm). 
C,H,,ON (151,1) Ber. C 71,48 H 867 N 9,26 
Jef, ,, 71,61 ,, 8,89 ,, 9,08. 
3-Methyl-2,4-diathylpyrrol. 8g 3-Methyl-4-iithyl-2-acetylpyrrol 
werden in der Silberhiilse im Bombenrohr mit C,H,ONa (aus 3g Na + 
33 cem C,H,OH) und 3 cem Hydrazinhydrat 5 Stunden auf 170—1i75° er- 
hitzt und dann wie iiblich durch Wasserdampfdestillation, Ausiithern und 
Vakuumdestillation gereinigt. Siedep. 96°/11 mm. 


1) Diese Z. 214, 158 (1933). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXI. 13 
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Das Pikrat dieses Pyrrols schmilzt bei 109°. Der Mischschmelzpunk 
mit dem Pikrat des auf andere Art hergestellten 3-Methyl-2, 4-diithylpyrro); 
(Schmelzp. 109°) lag bei 108,5°, derjenige mit dem Pikrat des 3-Methy. 
4,5-diiithylpyrrols (Schmelzp. 103,5°) lag bei 85—90°, zeigt also deutlich 
Depression. 

5-Brom-3-methyl-4-athyl-2-acetylpyrrol (XXIV). 1 ¢ 3-Methy). 
4-iithyl-2-acetylpyrrol wird in 3 cem Eisessig gelést und unter Kihlung mit 
4,2 ecm Brom-Kisessiglésung (200 eem CH,COOH + 16 eem Brom) tropfen. 
weise unter Riihren versetzt. Nach 20 Minuten Stehen wird langsam mit 
Wasser versetzt, die entstandene Fiillung abgenutscht und mit Wasser ge. 
waschen. Aus Methanol umkrystallisiert, erhilt man tarblose, rechtwinkliz 
abgeschnittene Nadeln vom Schmelzp. 125—126° Die Ehrlichsche Re. 
aktion ist auch in der Hitze nur schwach positiv. Das Pyrrol ist nich 
iiber lingere Zeit haltbar. 

4,885 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 8,420 mg CO,, 2,320 mg HQ, 
— 5,121 mg Subst.: 0,283 cem N (20°, 706 mm). — 4,865 mg Subst, 
3,945 mg AgBr. 

C,H,,ONBr (230) Ber. C 46,97 H 5,22 N 6,09 Br. 34,76 

Gef. ,, 47,02 ,, 5,31 ,, 5,99 ,, 34,51. 


3-Methyl-4-athyl-2-propionylpyrrol. Die Darstellung wird ent. 
sprechend der des Acetyl-opsopyrrols vorgenommen. Das Propionyl-opso- 
pyrrol hat eine hervorragende Krystallisationsfihigkeit. Es krystallisiert 
aus Methanol in schénen, sechseckigen Blittchen, aus Ligroin-Petroliither 
in farblosen Rhomben von 1—2 mm Kantenliinge. Schmelzp. 101°, Siede- 
punkt 146—150°, 11 mm. Das Pyrrol ist leicht léslich in Methanol, Athanol, 
Ather, Aceton, Chloroform und Benzol. Die Ehrlichsche Reaktion ist nur 
in der Hitze positiv. 
4,979 mg Subst. (bei 55° i. V. getr.): 13,360 mg CO,, 4,000 mg H,0O. - 
3,685 mg Subst.: 0,277 cem N (21°, 710 mm). 
C,His;ON (165,1) Ber. OC 72,68 H9,15 N 8,48 
Gef. ,, 73,18 ,, 8,99 ,, 8,15. 
5-Brom-3-methy1-4-athyl-2-propionylpyrrol. Die Bromierung wird 
wie beim Acetyl-opsopyrrol vorgenommen. Sie fiihrt in 85°/, iger Ausbeute 
zu einem weiben Produkt, das aus Methanol in rhombischen Platten oder 
in Nadeln von biischelig, radialer Anordnung krystallisiert. Schmelz- 
punkt 152—153°. Das Pyrrol gibt auch in der Hitze die Ehrlichsche 
Reaktion nicht. 
5,000 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 9,015 mg CO,, 2,655 mg H,0. 
— 2,685 mg Subst.: 0,138 cem N (20°, 717 mm). — 5,228 mg Subst.: 
4,040 mg AgBr. 
C,,.H,,ONBr (244) Ber. C 49,18 H5,78 N5,73 Br 82,75 
Gef. ,, 49,17 ,, 5,94 , 5,73 , 32,88. 
3-Methyl-4-athyl-2-benzoylpyrrol. Die Darstellung erfolgt wie beim 
Acetyl-opsopyrrol (S. 189). Beim Einengen der Atherlésung hinterbleibt ein 
Ol, das nur schwer krystallisiert; es wird deshalb durch Destillation ge- 
reinigt, Siedep.: 145°/11 mm, 207—210°/730 mm. Nach 1 Tag Stehen 
erstarrt das Pyrrol; es krystallisiert aus Methanol in farblosen, rhombischen 
Blittchen vom Schmelzp. 78°. 
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5,325 mg we (bei 60° i. V. getr.): 15,405 mg CO,; 3,265 mg H,O. — 


3 570 ae Subst.: 0,216 cem N (22°, 722 mm). 
es (213,1) Ber. C 78,84 H 7,09 N 6,56 
Gef. ,, 78,90 »» 6,86 »» 6,65. 


5-Brom-3-methy1]-4-athyl-2-benzoylpyrrol. 1 ¢ des dligen Benzoyl- 
opsopyrrols wird in wenig Eisessig gelést und mit 0,25 ecm Brom (in 5 eem 
Eisessig) unter Kiihlung versetzt. Dann wird der Bromkérper mit Wasser 
vefiillt und aus Methanol umkrystallisiert. Er wird in derben, gut aus- 
cebildeten Prismen vom Schmelzp. 123° erhalten. Die Ehrlichsche Re- 
aktion ist auch beim Erhitzen nur schwach positiv. 

4,343 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 9,160 mg CO,, 1,885 mg H,O. 
2480 mg Subst.: 0,118 eem N (22°, 718 mm). — 4,170 mg Subst.: 2,655 mg AgBr. 
C,,H,,ONBr (292) Ber. C 57,53 H 4,83 N 4,79 Br 27,36 

Gef. ,, 57,52 »» 4,86 » 5,20 » 27,09. 

2,4-Dimethyl-3-athyl-5-acetylpyrrol. Die Darstellung iiber die 
Grignardverbindung des Kryptopyrrols wird wie iiblich in 4quimolekularen 
Mengen ausgefiihrt. Die Reaktion bei der Zugabe von Acetylchlorid ist 
auberordentlich stiirmisch. Beim Zersetzen der Grignardlésung fillt das in 
Ather unlésliche Dipyrrylmethen (XXV) aus und ballt sich zu einer dunklen 
Masse zusammen. Es wird dureh Filtration von der Atherlésung getrennt. 
Beim Kinengen der getrockneten Atherlésung krystallisiert das Acetyl- 
kryptopyrrol in farblosen, rhombischen Blittchen aus. Es wird aus Athanol 
umkrystallisiert; Schmelzp. 114—115°. Die Ehrlichsche Reaktion ist erst 
in der Hitze positiv. 


4,840, 4,958 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 12,955, 13,300 mg CO,, 
3,805, 3,990 mg H,O. — 3,700 mg Subst.: 0,299 cem N as 103 wed. 
H,,ON (165,1) Ber. C 72,69 H 9,14 N 8,48 
Gef. "9 73 ,00, 13, 16 5 8,80, 9,00 9 8,72. 


2,4-Dimethyl-3-athyl-5-propionylpyrrol. Darstellung wie beim Ace- 
tyl-opsopyeeol durch Eintropfen von Propionylchlorid in die Grignardver- 
Linden des Kryptopyrrols. Es wird wie iiblich iiber Ather aufgearbeitet. 
Das Propionyl-kryptopyrrol krystallisiert aus Athanol in farblosen, rhom- 
bischen Blittchen mit spitzem Winkel; Schmelzp. 139°. Mit Ehrlichs 
Reagens tritt erst in der Hitze Rotfarbung ein. 
4,440 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 11,980 mg CO,, 3,845 mg H,O. — 
3,340 mg Subst.: 0,248 cem N (24°, 718 mm). 
C,,H,,ON (179,1) Ber. C 73,70 H9,55 N 7,82 
Gef. ,, 73,59 4, 9,69 4, 7,90. 


2,4-Dimethyl-3-athyl-5-butyrylpyrrol. Darstellung wie iiblich durch 
Eintropfen einer ‘quimolekularen Menge Butyrylchlorid in eine Grignard- 
lisung von Kryptopyrrol. Es tritt nur eine schwache Rotfirbung, also nur 
eine geringe Methenbildung ein. Beim Aufarbeiten mit Ather fiel das 
Butyryl-kryptopyrrol als sehr schwer léslich aus dem Ather aus. Aus Metha- 

nol krystallisiert es in farblosen Tafeln vom Schmelzp. 136—137°. 
5,004 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 13,725 mg CO,, 4,420 mg H,O. — 

3,265 mg Subst.: 0,215 cem N (19° 725 mm). 
C,,H,,ON (193,1) Ber. C 74,57 H 9,89 N 7,25 
Gef. ,, 74,80 ,, 9,88 ,, 7,84. 
i3* 
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2,4-Dimethyl-3-athyl-5-benzoylpyrrol. Darstellung durch Zugaly 
einer ‘iquimolekularen Menge von Benzoylchlorid zu einer Grignardlésun; 
von Kryptopyrrol. Ks tritt hierbei keine Verfiirbung der Reaktionsmasse 
also auch keine Methenbildung ein. Beim Zersetzen der Grignardlisung 
fiillt sofort das in Ather duBerst schwer lisliche Benzoyl-kryptopyrrol aus 
Aus Methanol umkrystallisiert, erhilt man derbe, farblose Nadeln yoy 
Schmelzp. 143°. Die Ehrlich’sche Reaktion ist erst beim Erhitzen positiy. 

4,620 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 13,445 mg CO,, 3,100 mg H,0. — 
2,949 mg Subst.: 0,176 cem N (22°, 715 mm). 

C,,;H,,ON (227,1) Ber. C7926 H753 N 6,16 

Gef. ,, 79,37 , 7,51 ,, 6,49. 
3,3’,5,5’-Tetramethyl-4,4’-diathyl-ms-methyl-pyrromethen-hydro. 
chlorid (XXV). Das Pyrromethen entsteht, wenn mau bei der Darstelluny 
des Acetyl-kryptopyrrols (S. 191) nach der Zugabe des Acetylchlorids zy 
Kryptopyrrol- -Grignardverbindung kurz erhitzt. Es hinterbleibt dann beim Auf. 
nehmen des Umsetzungsproduktes in Ather als unlésliche griinschimmernde 
Masse, die aus roten, rhombischen Bliittchen mit griinem Oberflichenglan: 
besteht. In Alkoholen und Eisessig ist das Pyrromethen leicht léslich; mit 
Aceton kann es extrahiert werden. Is krystallisiert aus diesem in derben 

Krystallen vom Schmelzp. 192° aus. 

Die freie Base kann durch Schiitteln des Hydrochlorids mit Ather 
und Ammoniak in itherischer Lésung erhalten werden. Sie krystallisiert 
jedoch nicht und bildet mit Pikrinsiiure kein Additionsprodukt. Wohl aber 
kann durch Einleiten von trocknem HCl wieder das urspriingliche Hydro. 
chlorid zum Auskrystallisieren gebracht werden. 


Zn-Komplexsalz des 3,3’,5,5'-Tetramethyl-4,4’-diathyl-ms-methy]. 
pyrromethens. Das Pyrromethen- hydrochlorid wird in Athanol geliist, 
mit einer konz. Lésung von Zinkacetat in Athanol und einigen Tropfen 
Ammoniaklisung versetzt und kurz erwiirmt. Es fiillt ein braunroter Nieder- 
schlag aus, der abgesaugt und aus viel Aceton umkrystallisiert wird. Bein 
Einengen erhilt man in der Durchsicht rote Blittechen mit griingoldenen 
Oberfliichenglanz vom Schmelzp. 248—249°. Das Komplexsalz ist leicht 
léslich in Chloroform, Ather, Benzol, schwer léslich in Aceton, unléslich 
in Athanol. 

5,019, 5,170 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 13,145, 138,550 mg CO,, 
3,770, 3,820 mg H,O, 0,665 mg ZnO. — 5,691 mg Subst.: 0,750 mg Zn0. 
3,159 mg Subst.: 0,720 eem N (18°, 723 mm). 

C,,H;>N,Zn (603,9) 

Ber. C 71,52 H 8,36 N 9,27 Zn 10,83 

Gef. ,, 71,48, 71,48 ,, 840,827 ,, 9,58 ,, 10,33, 10,59. 

(Das Zn-Komplexsalz des entsprechenden nicht ms-substituierten Pyrro- 
methens krystallisiert in Nadeln und schmilzt bei 197°.) 

3, 3’, 5, 5’- Tetramethy] - 4, 4’ - diathyl - ms - propyl - pyrromethen- 
hydrochlorid. Dieses Pyrromethen fillt in geringer Menge an, wenn man 
nach der Zugabe des Butyrylchlorids zur Kryptopy rrol- Grignardverbindung 
erwiirmt. Es wird bei der Aufarbeitung in Mischung mit dem in Ather 
schwerlislichen Butyryl-kryptopyrrol (S. i191) erhalten. Nach Lésen des 
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Pyrrols in Ligroin hinterbleibt das Pyrromethen. Es wird mit Aceton extra- 
hiert und krystallisiert aus diesem in derben, rotbraunen Rhomboedern mit 
griinem Oberflichenglanz. Schmelzp. 218° (Sinterung bei 213°). 
Zn-Komplexsalz des 3,3’,5,5’-Tetramethyl-4,4’-diathyl-ms-propyl- 
yrromethens. Darstellung wie oben (S. 192). Es krystallisiert in braunen, 
oberflichlich griinschimmernden Blittchen vom Schmelzp. 153° 
4.147 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 0,520 mg ZnO. 
C,,H;,N,Zn (659,9) Ber. Zn 9,91. 
C,,H,,N,Zn (575,9) 1» y,:*211,85 2S Gef. “Zn 10,07. 
3-Methyl-4-athylpyrrol-2-carbonsaure (XXVI). a) Durch Ver- 
seifung. 60 g 3-Methyl-4-iithyl-2-carbithoxypyrrol ([V) werden in einer 
Mischung von 40 g KOH, 200 ccm Wasser und 100 ccm Methanol auf dem 
Sandbad erhitzt bis eine klare, gelbe Lésung entstanden ist. Dann wird 
der Alkohol abdestilliert und die wiBrige Lésung nach dem Abkiihlen 
2mal mit Ather ausgezogen, um unverseiftes Pyrrol, bzw. entstandenes 
Opsopyrrol zu entfernen. Nunmehr wird unter Kiihlung mit Kisessig und 
spiiter mit verdiinnter Essigsiure gefillt. Die Fillung wird a en 
gut gewaschen und iiber P,O,; getrocknet. Ausbeute: 48 ¢ = 95°/, der 
Theorie. Aus Methanol krystallisiert die Pyrrol - carbonaiiure in farb- 
losen, glinzenden Blittchen, die in Benzol, Chloroform und Petroliither 
schwer ‘léslich sind. Schmelzp. 205— 206° (unter Decarboxylierung). Bei der 
Ehrlich schen Reaktion tritt infolge der anwesenden HCl Decarboxylierung 
und damit Blaufiirbung wie beim Opsopyrrol ein. 
5,364 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 12,380 mg CO,, 3,470 mg H,O. — 
3,150 mg Subst.: 0,265 cem N (20°, 711 mm). 
C,H,,0.N (153,1) Ber. C 62,70 H7,25 N 9,15 
Gef. ,, 62,94 ,, 7,24 ,, 9,16. 
3-Methyl-4-athyl-2-carbmethoxypyrrol. Es wird durch Vereste- 
rung der 3-Methy1-4-iithylpyrrol-2-carbonséure in methylalkoholischer Lésung 
mittels iitherischer Diazomethanlésung erhalten. Aus Methanol umkrystalli- 
siert, farblose Prismen vom Schmelzp. 70°. Mit Ehrlichs Reagens tritt 
auch in der Hitze keine Umsetzung ein. 
5,054 mg Subst. (bei 30° i. V. getr.): 7,035 mg AgJ. — 9,620 mg Subst.: 
0,78 cem N (24°, 715 mm), 
C,H,,0,N (167,1) Ber. OCH, 18,55 N 8,37 
Gef. » 18,89 »» 8,20. 


3-Methyl-4-athylpyrrol-2-carbonsaure(X XVI). b) Durch Grignard- 
reaktion. Zu einer Grignardlésung von 1,35 g Magnesium und 6 g Athyl- 
bromid gibt man 6 g Opsopyrrol, erhitzt 1 ‘Stunde auf dem Wasserbad und 
leitet dann in der Kilte einen langsamen Strom trockener Kohlensiiure ein. 
Schon nach einigen Minuten beginnt sich die Fliissigkeit zu triiben, und 
schlieBlich scheidet sich eine dunkle, dlige Schicht am Boden ab. Nach 
30—40 Minuten Einleiten wird '/, Stunde auf dem Wasserbad erwiirmt. 
Dann wird die Grignardlésung wie iiblich mit NH,Cl-Lésung zersetzt und 


in Ather aufgenommen. Diese Atherlésung. wird 2mal mit 10°/, iger 


Natronlauge ausgezogen und aus dieser unter Kiskiihlung mit verdiinnter 
Lssigsiiure die Opsopyrrol-a-carbonsiure gefillt. Sie scheidet sich in kleinen 
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farblosen Nadeln ab; Ausbeute etwa 50°/,. Aus Methanol krystallisiert sie jy 
gliinzenden, rhombischen Blittechen, aus Ather in kleinen Nadeln. Schmelz. 
punkt 173° (unter Decarboxylierung). Die Ehrlichsche Reaktion ist (infolg 
Decarboxylierung) wie diejenige des Opsopyrrols. 


4,073 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 9,410 mg CO,, 2,635 mg H,0, — 
3,085 mg Subst.: 0,264 cem N (21°, 712 mm). 
C,H,,0,N (153,1) Ber. C 62,70 H 7,25 N 9,15 
 Gef. ,, 63,01 » 1,24 ,, 9,81. 
Der Methylester wurde mittels Diazomethan dargestellt. Er krystallisier 
aus Methanol in farblosen Prismen vom Schmelzp. 69°. 
Der Mischschmelzpunkt mit dem 3-Methyl-4-iithyl-2-carbmethoxypyrro! 
(S. 193) liegt bei 70°, zeigt also keine Depression. 
2,4-Dimethyl-3-athyl-5-carboxypyrrol = Kryptopyrrol-«-carbon. 
saure (XXVUOD (P. Neubert). a) Darstellung iiber die Grignardverbindung 
des Kryptopyrrols mittels CO, wie bei voratehendem Pyrrol (S. 1938). Die 
Fillung aus der alkalischen iiieang mittels verdiinnter Essigsiiure ist erst 
weib, wird dann unter CO,-Entwicklung (>>N-COOH-Derivat?) dlig und 
erstarrt nach kurzer Zeit. Ein Umkrystallisieren ist nur schwer méglich, 
wohl aber eine Umfillung mit NaOQH-CH,COOH. Aus Methanol krystalli. 
siert die Pyrrol-carbonsiiure in Stiibchen vom Schmelzp. 95°. Die Ausbeute 
betrigt aus 10 g Kryptopyrrol 8 g Kryptopyrrol-a-carbonsiiure. 
0,1114 g Subst.: 6,46 cem 0,1 n-NaOH. 
C,H,;0.N (Aquiv.-Gew.) Ber. 167,1 Gef. 172,2. 


b) Darstellung durch Verseifung von 2, 4-Dimethy1-3-ithyl-5-carbiithoxy. 
pyrrol mit KOH in Athanol—Wasser. Auch hier scheidet sich bei der Fallung 
mit Essigsiiure nach einem anfinglich weiBen Niederschlag ein Gliges 
Produkt ab, das schlieBlich krystallinisch wird. Aus Methanol krystallisiert 
die Pyrrol- -carbonaiiure in Rhomben. Im iibrigen besitzt sie dieselben EKigen- 
schaften wie die unter a) gewonnene Siiure. 


2,4-Dimethyl-3- athyl- 5-carbmethoxypyrrol (P. Neubert). Es wird 
durch Veresterung des in Methanol gelésten 2,4-Dimethyl]-3-ithyl-5-carboxy- 
pyrrol mittels Diazomethan erhalten. Aus Methanol krystallisiert es in fast 
rechteckigen Blittchen vom Schmelzp. 115—116°. 


3,480 mg Subst. (bei 56° i. V. getr.): 4,505 mg AgJ. — 14,23 mg Subst.: 
1,01 cem N (24°, 716 mm). 
C,oH,;0,N (181,1) Ber. N 7,73 OCH, 17,12 
Gef. ,, 7,68 , aa 
Dieser Methylester kann auch ohne Isolierung der Kryptopyrrol-«-carbon- 
siure durch Versetzen der nach der Zersetzung der Grignardverbindung 
erhaltenen Atherlésung mit iitherischer Diazomethanlésung erhalten werden. 
2,3-Dimethyi-4-athyl-5-carboxypyrrol = Hamopyrrol-a-carbon- 
saure (XXIX) (P. Neubert). Sie wird entsprechend der isomeren Krypto- 
pyrrol-«-carbonsiure dargestellt und isoliert. Auch sie fillt zuerst dlig aus 
und wird erst bei kurzem Stehen krystallinisch. Sie ist leicht aus Methanol 
umzukrystallisieren; man erhilt sie grobkrystallin in farblosen Oktaedern. 
Sie schmilzt bei 124° unter Decarboxylierung. Ihre Stabilitit ist wesentlich 
gréBer als die der isomeren Kryptopyrro!l-«-carbonsiiure. 
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0.1130 g Subst.: 6,59 cem 0,1 n-NaOH. 

C,H,,0.N (Aquiv.-Gew.) Ber. 167 Gef. 171. 

2, 3-Dimethyl-4-athyl-5-carbmethoxypyrrol (P. Neubert). Es wird 
durch Veresterung der in Methanol gelésten Hiimopyrrol-a-carbonsiiure er- 
halten. Aus Methanol krystallisiert es in rhombischen Bliittchen und schmilzt 
bei 129°. 

3,262 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 4,320 mg AgJ. — 11,305 mg Subst.: 
0.81 cem N (22,3°, 721 mm). 


C,)H,,;0.N (181,1) Ber. OCH, 17,12 N 7,73 
Gef. » 11,50 » 7,86. 


5-Brom-3-methyl]-4-athyl-2-carboxypyrrol (XXVII). 5g 3-Methy]l- 
4-ithylpyrrol-2-carbonsiiure (XX VI) werden in 60 ccm Tetrachlorkohlenstoft 
aufgeschliimmt und mit 10 cem absolutem Ather versetzt. Unter Kiihlung 
in Kiswasser liBt man 1,7 eem Brom in 15 cem Tetrachlorkohlenstoff unter 
Riihren zutropfen. Dann wird sofort im Scheidetrichter mit 150 ecm 10°/,igem 
NaOH durchgeschiittelt, die dunkle Tetrachlorkohlenstoffschicht abgelassen 
und nochmals mit 50 cem 5°/,igem NaOH ausgezogen. Die NaOH-Ausziige 
werden vereinigt und zur Reinigung 2mal mit Ather durchgeschiittelt, Dann 
wird unter guter Kiihlung mit verdiinnter Essigsiiure gefillt. Die Fillung 
kommt meist zuerst 6lig heraus, wird aber nach kurzer Zeit krystallinisch. 
Sie ist oft leicht violett gefirbt. Man nutscht ab, trocknet kurz auf dem 
Tonteller und krystallisiert aus Methanol um. Man erhiilt sehr lange, farb- 
lose Nadeln, die bei 76° schmelzen; bei 81—82° tritt Decarboxylierung ein. 
Mit Ehrlichs Reagens ergibt sich schon in der Kiilte Rotfirbung. 

Ausbeute: umkrystallisiert etwa 6,5—7 g = 86—92°/, d. Th. 

Das Pyrrol ist sehr unbestindig und zersetzt sich schon nach einem 
Tag Liegen. 

0,1080 g Subst.: 4,45 cem 0,1 n-NaOH. 

C,H,,O,NBr (Aquiv.-Gew.) Ber. 232 Gef, 243. 


5 - Brom - 3,3’- dimethyl -4-athyl - pyrromethen -4’- propionsaure - 
methylester-hydrobromid (XXXIII). 2,3 g 5-Brom-3-methyl-4-iithylpyrrol- 
2-carbonsiiure (XXVIII) und 1,8 g 3-Methyl-2-formylpyrrol-4-propionsiure 
(XXXII) werden in 10 cem Methanol unter Erwiirmen gelést. Nach dem 
Abkiihlen werden innerhalb einer Minute 6 cem 48°/,ige Bromwasserstoff- 
siure zugegeben. Es tritt unter Erwirmung Decarboxylierung ein. Nach 
kurzer Zeit beginnt das Pyrromethen in schénen roten Nadeln auszukrystalli- 
sieren. Man gibt schlieBlich nochmals 4 cem 48°/, ige Bromwasserstoffsiure 
zu und saugt nach einer Stunde Stehen ab. Nachgewaschen wird mit 
30°/,igem Methanol. Ausbeute roh 1 g = 22,5°/,; aus Methanol umkrystalli- 
siert 0,9 g = 20°/,. Aus Methanol + wiBriger HBr krystallisiert es in ziegel- 
roten, breiten Nadeln vom Schmelzp. 210°. 

4,628 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 7,660 mg CO,, 2,170 mg H,O. — 
3,848 mg Subst.: 0,216 cem N (16°, 726 mm). — 4,200 mg Subst.: 3,512 mg 
AgBr. — 3,841 mg Subst.: 1,897 mg AgJ. 


Ber. C 45,74 H 4,98 N 6,27 Br 35,83 OCH, 6,95 
Gef. ,, 45,12 ,, 5,25 ,, 6,33 ,, 35,58 6,53. 
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5 - Brom - 3,3’ - dimethyl -4-athyl- pyrromethen -4’- propionsiure. 
methylester. Man schiittelt das Pyrromethen-hydrobromid (XXXIII) nj 
Ather und 10°/,igem Ammoniak, trocknet die Atherlésung und engt ein, 
Beim Reiben tritt Krystallisation ein; kleine, gelblichbraune, rhombisel: 
Bliittchen vom Schmelzp. 106—107°. 

4,485 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 2,290 mg AgBr. — 4,320 mg 
Subst.: 2,685 mg AgJ. 

C,,H,,0,N,Br (365,1) Ber. Br 21,89 OCH, 8,49 
Gef. ,, 21,73 oo eh 

Pikrat des 5-Brom-3,3’-dimethyl-4-athyl-pyrromethen-4’-propion. 
sauremethylesters. Die itherische Lésung der freien Methenbase wird 
mit einer itherischen Pikrinsiurelisung versetzt. Beim Reiben tritt sofort 
Krystallisation ein. Aus Methanol krystallisieren priichtige, gelbbraune, 2 
Biischeln verwachsene Nadeln mit griinblauem Oberfliichenglanz und dem 
Schmelzp. 178—179°. 


5,385 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 1,710 mg AgBr. — 4,150 mg 


Subst.: 1,703 mg AgJ. 
C,,;H,,0,N;Br (594,1) Ber. Br 13,45 OCH, 5,21 
Gef. ,, 13,51 Dy 42. 

Iso-neoxanthobilirubinsaure (II). 4 ¢ 5-Brom-3,3’-dimethyl-4-iithyl- 
pyrromethen - 4’- propionsiiuremethylesterhydrobromid (XXXIII) werden im 
Glaseinsatz des Handautoklaven mit etwa 40 cem Natriummethylat (au: 
36 cem CH,OH + 4g Na) und 8 ccm Wasser angeriihrt und dann 3 bis 
4 Stunden im Handautoklaven auf 150—153° erhitzt. Nach dem Abkiihlen 
wird mit Wasser verdiinnt und sehr langsam mit verdiinnter Salpetersiiure 
gefillt. Es fillt ein griiner Niederschlag aus, der abgesaugt, mit ver- 
diinntem Methanol gewaschen und getrocknet wird. Aus Eisessig um- 
krystallisiert, kleine, gelbe Prismen vom Schmelzp. 241°. Ausbeute etwa 
1,2 g = 46°, d. Th. 

Die Eigenschaften dieser Iso-neoxanthobilirubinsiiure stimmen siimtlich 
mit denen der indirekt gewonnenen iiberein. In Mischung mit indirekt dar- 
gestellter [so-neoxanthobilirubinsiiure (Schmelzp. 241—242°) tritt im Schmelz- 
punkt keine Depression ein. 

5,565 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 13,620 mg CO,, 3,500 mg H,0. 
3,841 mg Subst.: 0,343 eem N (22°, 716 mm). 

Cy¢H9O3N_ (288,2) Ber. C 66,62 H 7,00 N 9,72 
Gef. ,, 66,75 ,, 7,04 ,, 9,68. 


3-Methyl-4-athylpyrrol-5-carbonsaure. Sie wird dargestellt durch 
Verseifung des 3-Methy]-4-ithyl-5-carbiithoxypyrrols (XIX) nach der bei dem 
isomeren Pyrrol angewandten Methode. Die Ausbeute ist fast quantitativ. 
Aus Methanol oder Aceton krystallisiert diese Opsopyrrol-«-carbonsiiure 
in rhombischen Blittchen vom Zersetzungsp. 210—211°. Im Gegensatz zur 
isomeren Siure (XVI) wird diese an der Luft nicht gerétet; sie ist wesent- 
lich bestiindiger als jene. Mit Ehrlichschem Reagens tritt nach kurzer 
Zeit Blaufiirbung wie beim Opsopyrrol ein, also findet Decarboxylierung statt. 


0,1002 g Subst.: 6,6 ccm 0,1 n-NaOH. 
C,H,,0,N (Aquiv.-Gew.) Ber. 153 Ge. 152. 
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3-Methyl-4-athyl-5-carbmethoxypyrrol. Es wird durch Veresterung 
yon 3-Methyl-4-athylpyrrol-5-carbonsiure mit ditherischer Diazomethanlésung 
erhalten. Aus Methanoi krystallisiert das Pyrrol in sechseckigen Blittchen 
yom Schmelzp. 62—63°. Der Mischschmelzpunkt mit dem isomeren 3-Methy]l- 
4-ithyl-2-carbmethoxypyrrol (Schmelzp. 70°) liegt bei 45—46°. Mit Ehrlichs 
Reagens tritt auch in der Hitze keine Fiirbung ein. 

5,335 mg Subst. (bei 30°i. V. getr.): 7,435 mg AgJ. — 10,54 mg Subst.: 
0.81 cem N (24°, 715 mm). 

CyH,,0.N (167,1) Ber. OCH, 18,55 N 8,37 

Gef. » 18,41 » 8,80. 
2-Brom-3-methyl-4-athyl-5-carboxypyrrol. 5 g 3-Methyl-4-iithyl- 
j-carboxypyrrol werden in 60 cem Tetrachlorkohlenstoff aufgeschlimmt, 
dann unter Kithlung und Riithren mit 1,7 cem Brom in 15 ecem Tetrachlor- 
kohlenstoff tropfenweise versetzt. Hierauf wird die Tetrachlorkohlenstoff- 
lisung mit 300 ecm 5°/,iger und nochmals mit 50 cem 5°/,iger Natronlauge 
ausgeschiittelt. Dann wird die Darstellung wie bei dem Isomeren (S. 195) 
durchgefiihrt. Man erhiilt eine flockige Fillung; Ausbeute 5 g = 65°/, d. Th. 

0,1308 g Subst.: 5,63 ecm 0,1 n-NaOH. 

C,H,,0,NBr (Aquiv.-Gew.) Ber. 232 Gef. 232,3. 

5 - Brom - 4, 3’-dimethy] - 3-athyl- pyrromethen-4’- propionsaure- 
methylester-hydrobromid. Die Darstellung wird wie bei dem Isomeren 
XXXII) (S. 195) ausgehend von 2,3 g 2-Brom-3-methy]-4-iithyl-5-carboxy- 
pyrrol und 1,8 g 3-Methyl-2-formylpyrrol-4-propionsiiure (XXXII) durch- 
gefiihrt. Wenn die Decarboxylierung nicht einsetzen sollte, muB schwach 
erwirmt werden. Man erhilt das Pyrromethen in prichtig roten Nadeln. 
Aus Methanol + Hbr krystallisiert es in langen, gerade abgeschnittenen 
Nadeln vom Schmelzp. 201°. 

5,218 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 4,343 mg AgBr. — 5,110 mg 
Subst.: 2,570 mg AgJ. 

C,,H,,0,.N.Br, (446) Ber. Br 35,83 OCH, 6,95 
Gef. ,, 35,42 » 6,64. 

5- Brom - 4, 3’- dimethyl - 3-athyl-pyrromethen - 4’- propionsaure- 
methylester. Er wird aus dem Pyrromethen-hydrobromid durch Schiitteln 
mit 5°/,igem Ammoniak und Ather erhalten. Aus Methanol krystallisiert 


' er in gelbbraunen Nadeln mit dem Schmelzp. 105°. Der Mischschmelzpunkt 
mit dem Isomeren (S. 196) (Schmelzp. 106°) liegt bei 93°. 


3,935 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 2,612 mg AgJ. 
C,,H,,0,N,Br (365,1) Ber. OCH, 8,49 Gef. OCH, 8,77. 


Das Pikrat dieser Methenbase krystallisiert aus Methanol in braunen, 


drusig verwachsenen Prismen mit griinblauem Oberfliichenglanz. Schmelz- 


punkt 185°. 
Neoxanthobilirubinsaure (1). Sie wird aus dem 5-Brom-4,3’-dimethyl- 


| 3-4thyl-pyrromethen - 4’- propionsiiuremethylester - hydrobromid nach der 


cleichenMethode wie die Iso-neoxanthobilirubinsiiure (S. 196) erhalten und zwar 


in derselben Ausbeute. Aus Eisessig krystallisiert sie in gelben Nidelchen 


vom Schmelzp. 244—245°. Der Mischschmelzpunkt mit auf anderem Wege 
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gewonnener Neoxanthobilirubinsiiure (Schmelzp. 249°) liegt bei 249° J, 
Mischschmelzpunkt mit Iso-neoxanthobilirubinsiiure (Schmelzp. 247°) trit 
Depression auf 236° ein. 

3-Methyl-4-athyl -5-carbmethoxy-2-carbathoxypyrrol (XXXIV 
10 g¢ 3-Methyl-4-ithyl-2-carbithoxypyrrol-5-carbonsiure (III) werden in ein: 
litherische Liésung von Diazomethan (200 cem Ather, 10 g Nitrosomethy) 
harnstoff, 80 ecm 40°/, ige KOH) eingetragen. Es tritt augenblicklich Losung 
ein. Nach Einengen des Athers und Umkry stallisation aus _— nol erhi 
mau das Pyrrol in farblosen Stiibchen mit dem Schmelzp. 68 


3, 25,41 mg Subst. (bei 25° i. V. getr.): 53,45, 56,16 mg CO,, 14,75, 
15,96 mg H,O. — 15,88 mg Subst.: 0,861 cem N (21°, 718 mm). 
C,.H,,0O,N (239,1) Ber. C 60,23 H 7,15 N 5,86 
Gef. ,, 59,99, 60,28 ,, 6,79, 7,03 ,, 5,95. 
3-Methyl-4-athyl-2,5-dicarbmethoxypyrrol. 10 g 3-Methyl-4-iithyl. 
2-carbithoxypyrrol-5-carbonsiiure (III) werden in Methanol gelést und mi 
einer iitherischen Diazomethanlésung (10 g Nitrosomethylharnstoff) versetzt, 
Nach Abdampfen des Athers wird das Py rrol aus Methanol umkrystallisiert; 
kleine Nadeln mit dem Schmelzp. 97°. 


4,705 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 10,080 mg CO,, 2,970 mg H,0. - 
3,561 mg Subst.: 7,350 mg AgJ. 
C,,H,;0.N (225,1) Ber. C5864 H 6,71 20CH, 27,54 
Gef. ,, 5842 ,, 7,06 27,27. 


3-Methyl-4-athyl-2-carbmethoxy-5-carbathoxypyrrol. Es_ wiri 
durch Eintragen von 3-Methyl-4-ithyl-5 -carbithoxypyrrol - - 2-carbonsiiure 
(XVIII) in eine itherische Diazomethanlosung erhalten wie Pyrrol XXXIV. 
Aus Methanol krystallisiert es in farblosen, hiufig zu Biischeln verwachsenen 
Nadeln mit dem Schmelzp. 80° Der Mischschmelzpunkt mit dem Iso- 
meren (XXXIV) (Schmelzp. 68°) liegt bei 55°, zeigt also deutliche Depression. 
29,7 mg Subst. (bei 30° i. V. getr.): 65,03 mg CO,, 18,29 mg H,0. — 
15,46 mg Subst.: 0,83 cem N (22°, 718 mm). 
C,,H,,0O,N (239,1) Ber. C 60,23 H 7,15 N 5,86 
Gef. ,, 60,13 »» 6,89 » 538i. 
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Darstellung der 7-Chlor-6-oxy-buttersdiure und der 
«,0-Diphthalimido-7-oxy-valeriansdure. 
Von 


Masaji Tomita und Manabu Nakashima, 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultiit in Nagasaki.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Dezember 1934.) 


y-Amino-/-oxy-buttersiiure, deren Kenntnis wegen ihrer Be- 
ziehungen zum Carnitin ein erhebliches Interesse bietet, wurde 
yor mehreren Jahren von dem einen von uns [T'’omita’)| aus 
Chlor-oxy-propyl-phthalimid mittels Cyankali bei nachheriger Ver- 
seifung und Spaltung mit Schwefelsiiure synthetisch dargestellt. 
Andererseits haben M. Bergmann, Brand und Weinmann’) 
die Synthese dieser Aminosiiure so geleitet, dab sie tiber Acyl- 
verbindungen der Amino-oxy-buttersiure fiihrt. In der Hoffnung, 
da8 man bei Verwendung von y-Chlor-f-oxy-buttersiure das Radikal 
der y-Amino-f-oxy-buttersiiure einfiihren und damit vielleicht ein 
y-Amino-f-oxy-butyryl-peptid erhalten kann, haben wir die y-Chlor- 
s-oxy-buttersiure synthetisch dargestellt. Als Ausgangsmaterial 
zur Darstellung dieser Siiure wurde 2-Hydroxyl-3-chlor-n-butyro- 
nitril benutzt, welches nach dem Verfahren von Hérmann*) aus 
Epichlorhydrin und Blausiiure herzustellen ist. Durch Kochen 
mit Salzsiiure wird das Nitril in y-Chlor-f-oxy-buttersiure um- 
sewandelt. 

Das dem Ornithin verwandte y-Oxy-ornithin wurde zuerst 
von EK. Hammarsten4) aus Allylhippursiiure-iithylester synthetisiert. 
Dann hat der eine von uns (Tomita) in Gemeinschaft mit Fuka- 
gawa 5) unter Kondensation von Chlor-oxy-propyl-phthalimid und 
Natrium-phthalimido-malonsiureester den y-Phthalimido-/-oxy- 
propyl-phthalimido-malonester dargestellt, aus dem durch Kochen 
mit Salzsiiure unter Kohlensiiureentwicklung und Ausscheidung 
von Phthalsiiure das salzsaure Salz des 7-Oxy-ornithins entsteht. 
Wir haben nun die Darstellung dieser Aminosiure durch eine 
andere Methode unternommen. Als Ausgangsmaterial dient der 
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Phthalimido-oxypropyl-malonsiureester, den der eine von wy 
([Tomita®)] nach der allgemeinen Methode von Gabriel ay 
Chlor-oxypropyl-phthalimid und Natriummalonsiureester erhalte, 
hat. Der Ester tauscht den am tertiiiren Kohlenstoffatom haftep. 
den Wasserstoff leicht gegen Brom aus, und die aus dem Bron. 
produkt durch Verseifung entstehende Phthalimido-oxypropyl-brom. 
malonsiiure verliert beim Erhitzen ein Molekiil Kohlensiure. May 
bekommt dabei 6-Phthalimido-y-oxy-¢-bromvaleriansiure. Eni. 
gegen unserer Erwartung fihrte der Versuch, aus dieser Siiur 
durch Ammoniakeinwirkung das erwiinschte y-Oxy-ornithin x 
gewinnen, nicht zum Ziel. Wird diese Siiure aber mit Phthalimid. 
kalium behandelt, so resultiert die entsprechende a, d-Diphthil. 
imido-y-oxy-valeriansiure. 


Versuche. 


y-Chlor-6-oxy-buttersiure. 40 ¢ 2-Hydroxyl-3-chlor-n-butyro-nitri 
wurden mit 300 cem konzentrierter Salzsiiure 4 Stunden am RiickfluBkiihler 
gekocht. Man setzte noch 100 cem Siiure zu, saugte von dem ausgeschiedenen 
Chlorammonium ab und entfernte aus dem Filtrat unter vermindertem Druck 
bei 50° die Salzsiiure méglichst. Der Riickstand wurde mit wenig Wasser 
aufgenommen, von dem auskrystallisierten Salmiak abgetrennt “und mit 
Ather extrahiert. Der sirupése Riickstand der iitherischen Ausziige wurde 
in wenig Wasser gelést, mit Baryt neutralisiert und mit viel Alkohol ge- 
fillt. Nach wiederholtem Umfillen wurden 19,8 g (= 29°/, der Theorie 
analysenreines Bariumsalz der y-Chlor-/-oxy-buttersiiure erhalten. 


0,1939 g Subst.: 0,1108 g BaSO,. 
(C,H,O,Cl),Ba Ber. Ba 33,24 Gef. Ba 33,57. 


d-Phthalimido-y-oxy-«-brom-valeriansaure. Zur Bereitung derselben 
wurde zunichst Phthalimido-oxypropyl-malonester dargestellt. 12 g Natrium 
wurden in 120 cem Alkohol gelést, der entstandene Brei mit 120 g Malon- 
siiure-iithylester versetzt, in die heibe Fliissigkeit 120 g Chlor-oxy-propy!- 
phthalimid eingeschiittet und am Riickflubkiihler im Wasserbade gekocht 
bis ganz schwach alkalische Reaktion eintrat. Nach Erkalten wurde die 
ausgeschiedene Masse abfiltriert, Alkoho] und unveriinderter Malonsiiureester 
mit Wasserdampf abdestilliert und das dicke Ol ausgeiithert. Die étherische 
Lésung wurde mit Natriumsulfat getrocknet und dann verdunstet. Das s0 
erhaltene honiggelbe zihfliissige Priiparat, dessen Menge 60 g betrug, diente 
fiir die Bereitung des y-Phthalimido-f-oxypropyl-brom-malonesters. Es wurde 
in 300 eem Chloroform gelést, mit 36 ¢ Brom vermischt und dem Tages: 
licht ausgesetzt. Je nach der Intensitiit des letzteren verliuft die Reaktion 
verschieden rasch, erfordert aber gewoéhnlich einen Tag. Da das Brom in 
kleinem UberschuB vorhanden ist, tritt keine villige Entfiirbung ein. Schlied- 
lich wird die Lésung mit Wasser geschiittelt und die abgehobene Chloro- 
formliésung verdampft; man erhiilt als Riickstand einen schwach rotbraunet 
Sirup, der nach mehrwéchentlichem Stehenlassen zu einer weiBlich getriibten 
Masse erstarrt, die nach dem Trocknen auf Ton bei 89° schmolz. Die 
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erstarrte Masse (y-Phthalimido-8-oxypropyl-brom-malonester) wurde mit 
950 cem bei 0° gesidttigter Bromwasserstoffsiiure versetzt, im EinschluBrohr 


' 3Stunden auf 50—55° erhitzt und mehrere Tage dem Tageslicht ausgesetzt. 
Dann wurde der Inhalt in einen Kolben gegossen, allmiihlich auf 50° er- 
| wirmt, zuletzt unter Durchsaugen eines Luftstromes, damit die Hauptmenge 
des Bromwasserstoffes verjagt werde, und schlieBlich in Eis abgekiihlt. Man 
' pekommt dabei etwa 40g einer dicken Fliissigkeit. Wird diese nun in 
‘einem Olbade auf 150—155° erhitzt, so verliert sie unter starkem Auf- 
' schiumen die Kohlensiiure. Die Zersetzung ist nach etwa 1 Stunde beendet, 
F wenn die Gasentwicklung vollig aufgehért hat. Aus dem zuriickbleibenden 
| gelblichen Ol, dessen Menge 28 ¢ betrug, schieden sich wenige Krystalle 


aus, die bei 191° schmolzen. Der Hauptteil des Ols, das keine Neigung 


‘ar Krystallisation zeigte, wurde als 0-Phthalimido-y-oxy-«-brom-valerian- 
| siure fiir weitere Bearbeitung benutzt. 


Die auskrystallisierte Substanz zeigt die folgenden Analysendaten. 
0,1232 g Subst.: 0,2022 g CO,, 0,0364 g H,O. 
(,,H,.NO,Br Ber. C 45,61 H 3,50 Gef. C 44,75 H 3,28. 


«,0-Diphthalimido-y-oxy-valeriansaure. 14 ¢ der dligen 0-Phthalimido- 


y-oxy-o-brom-valeriansiiure wurden in 35 ccm absolutem Alkohol gelést, mit 


Sg Phthalimidkalium in 25 cem heiBem 70°/, Alkohol versetzt und das Ge- 
Fmisch 5 Stunden am RiickfluBkiihler erhitst, Beim Erkalten und unter 
'Zusatz von kaltem absolutem Alkohol fiel Bromkali aus. Zur vélligen Ent- 
‘fenung desselben wurde das Filtrat weiter eingeengt, dann Alkohol und 
Ather zugesetzt. Die abfiltrierte Fliissigkeit wurde unter vermindertem 
| Druck eingedampft. Hierbei fiel die Phthalimidoverbindung schon teilweise 
‘krystallin aus. Zur Vervollstiindigung der Krystallisation lie’ man die 
 Flissigkeit einige Tage bei 0° stehen. Nach dem Umkrystallisieren aus 


heiBem Alkohol schmolzen die Krystalle bei 225—226° unter Zersetzung; 
sie waren in Wasser und Alkohol léslich. 


0,0502 g Subst.: 0,1129 g CO,, 0,0167 g H,0, 


| C,H, N,O, Ber. C 61,74 H 3,95 Gef. © 61,33 4H 3,72. 


Literatur. 
.M. Tomita, Diese Z. 124, 253 (1922). 
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'2.M. Bergmann, Brand u. Weinmann, Diese Z. 131, 1 (1923). 
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_E. Hammarsten, C. r. d. Lab. d. Carlsberg, 11, 256 (1915). 
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Uber einige Salze der 7-Amino-/-oxy-buttersaure. 
Von 


Tomokichi Fukagawa. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultit Nagasaki.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Dezember 1934.) 


Das Auftreten des Serins unter den Spaltungsprodukten der Proteine 
deutet neben anderen Beobachtungen darauf hin, daB noch aliphatische 
Oxyaminosiiuren bei der Zertriimmerung der Proteine gebildet werden, 
Bekanntlich hat Dakin') aus Casein §-Oxyglutaminsiure dargestellt und die 
letzte Veréffentlichung von Gulland und Morris?) bestiitigt seinen Befunj 
nach mehreren Ablehnungen. Weitere Oxyaminosiiuren sind als Bausteine 
von bestimmten Eiweibstoffen beschrieben worden. So haben S. R. Schryver 
H. W. Buston und D. H. Mukherjee’) vier neue Oxyaminosiiuren bp. 
schrieben, nimlich ein Oxy-lysin, eine ,,Protokin“ benannte Base, Oxyamino. 
buttersiiure und Oxy-valin. Die von E. Abderhalden und K. Heyns' 
dargestellten Verbindungen, niimlich inaktivierte e-Amino-§-oxy-buttersiiure 
und Oxy-valin, unterscheiden sich jedoch in ihren physikalischen Eigen- 
schaften ganz erheblich von den von den oben erwihnten Autoren be. 
schriebenen Aminosiiuren. Die hier untersuchten Oxyaminosiuren sind also 
in ihrem Vorkommen und in ihrer Struktur noch nicht sichergestellt. 


Das Vorkommen von weiteren Oxyaminosiiuren in Proteinen 
ist, wie schon E. Abderhalden®) betont hat, in mehr als eine 
Hinsicht von denkbar gréBtem Interesse. Unter den aliphatischen 
Oxyaminosiiuren kann man die von ‘l’omita synthetisch dargestellte 
v-Amino-/-oxy-buttersiure wegen ihrer Beziehung zum Carnitin’ 
als Baustein von Proteinen erwarten. Die Isolierung dieser Amino- 
siiure als Naturprodukt wird vielleicht erst durch bessere Trennungs- 
methoden gelingen. So gut Fischers Estermethode sich auch 
bei vielen Monoaminosiiuren bewihrt hat, bei der y-Amino-f-oxy- 
buttersiiure hat sie versagt. Bei der Veresterung dieser Amino- 
siiture mit Methyl- oder Athylalkohol und Salzsiiure haben wir} 
das entsprechende Anhydrid erhalten. Fiir die Abscheidung der 
leicht léslichen Aminosiiuren aus Gemischen oder aus Lésungen, 
welche Salze und andere Fremdkérper enthalten, wurden bisher 
vorzugsweise die Benzoyl-, Guanido-, Phenylisocyanat- und #-Naph- 
thalinsulfo-derivate benutzt. In anderen Fiillen leisten Metall- 
verbindungen noch bessere Dienste. 

Ks lag nahe, einmal das Verhalten der y-Amino-f-oxy-butter- 
siiure einerseits zu Benzoesiiure, #-Naphthalinsulfosiiure, Pheny!- 
isocyanat und Cyanamid, und andererseits zu Halogenalkalien und 
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Halogenerdalkalien zu priifen, da das Auffinden charakteristischer 
Derivate und Salze neben dem Interesse, das ihre Kenntnis an 
sich selbst bietet, fiir die Isolierung der Aminosiiure als Natur- 
produkt von Bedeutung ist. 


Versuche. 
0,N- Dibenzoyl- y-Amino-f-oxy-buttersaure. Neben dem Monobenzoat 


| wird das Dibenzoat in schlechter Ausbeute bei der Benzoylierung mit einem 
 erheblichen Uberschu8 von Benzoylchlorid erhalten. 2 g y-Amino-f-oxy- 
| puttersiiure werden in 9 cem n-Natronlauge bei 0° mit 8 ie Benzoylchlorid 
und 41 cem 3-n-Natronlauge benzoyliert und zum Schluf mit Salzsiiure 


angesiuert. Am niichsten Tage wird abgenutscht, getrocknet und die 
Benzoesiiure zuerst mit Petrolither und dann mit Benzol ausgewaschen. 


' Mit heiBem Wasser wird das Kochsalz und das Monobenzoat ausgezogen und 


der Riiekstand in heiBem Alkohol gelést. Aus der eingeengten Fliissigkeit 


' krvstallisiert die Substanz in kleinen Niidelchen, die bei 162° schmelzen. 
9 


0,1243 g Subst.: 4,85 cem N (23,8°, 756 mm). — 0,0528 g Subst.: 0,1274 g 


/ CO, und 0,0253 ¢ H,0. 


C,.H,,0,N ser. C 6605 H519 N 4,28 
Gef. ,, 65,80 336 4 4,83. 


,-Guanido-f-oxy-buttersaure. 3,0 ¢ y-Amino-f-oxy-buttersiiure wurden 


in wenig Wasser gelést und mit einer konzentrierten, wiiBrigen Liésung von 
| Cyans amid (1,4 g) vermischt. Mit einigen Tropfen 10°), iger Ammoniaklésung 
'wurde deutlich alkalisch gemacht, bei Zimmertemperatur leicht bedeckt 
'stehen gelassen und das verdunstete Ammoniak von Zeit zu Zeit ersetzt. Im 
_Laufe einiger Tage schieden sich reichlich krystalline zuasammengewachsene 
| Drusen ab, die abgesaugt, mit kaltem Wasser und dann mit heibem Alkohol 
'gewaschen und zur Analyse aus heifem Wasser umkrystallisiert wurden. 


0,1488 g Subst.: 0,2049 ¢ CO, und 0,0950 g H,O. — 0,1250 g Subst.: 
23.4 cem n/10-H,SO, (nach Kjeldahl). 


C,H,,N;C, Ber. C 37,24 H 6,88 N 26,08 
Gef. —,, 37,51 » 100 26,20. 


Die Substanz hat kein Krystallwasser und schmilzt scharf bei 250° 


unter Gasentwicklung. Sie lést sich in heiBem, schwer in kaltem Wasser. 


B- Naphthalinsulfo- -y-amino-§-oxy-buttersaure. 2 Mol. B-Naphthalin- 


sulfochlorid werden in Ather gelost, dazu fiigt man die Lésung von einem 
Mol. y-Amino-@-oxy-buttersiiure in der ber. Menge n-Natronlauge und 
-schitttelt bei Zimmertemperatur. Nach je 3 Stunden fiigt man dann noch 
‘dreimal die gleiche Menge Normal-Alkali hinzu. Dabei wird das Reaktions- 


gemisch dem Tageslicht ausgesetzt. Die wiBrige Lésung wird dann von 


der iitherischen Schicht getrennt, filtriert und mit Salzsiure iibersiittigt. 
Die abgeschiedene Krystallmasse wurde aus Alkohol umkrystallisiert. 


0,0771 g Subst.: 0,1536 ¢ CO, und 0,0325 g H,O. — 0,0840 g Subst.: 


3 com N (22°, 760 mm). 


C,,H,,0,NS (M.-G. 309). Ber. C 54,37 H 4,85 N 4,53 
Gef. ,, 54,32 »» 4,46. 
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Schmelzpunkt gegen 144° unter Zersetzung. In Alkohol und in heifey, 
Wasser leicht, in kaltem sowie in Ather schwer ldslich. 

Phenylisocyanat-y-amino-/-oxy-buttersdure. 3,5 g¢ y-Amino-¢-oxy. 
buttersiiure wurden in 75 cem n-Natronlauge gelést und unter Eiskiihlung 


portionsweise mit 5 ccm Phenylisocyanat versetzt und geschiittelt. Nachdey | 


alles umgesetzt und der Geruch nach Phenylisocyanat verschwunden way. 
wurde filtriert. Das klare Filtrat wurde mit verdiinnter Salzsiiure kong. 


sauer gemacht, wobei jedoch das Kupplungsprodukt auch nach 24 stiindigem | 
Stehen im Eisschrank nicht ausfiel. Beim Einengen unter vermindertey, | 


Druck auf etwa '/, des urspriinglichen Volumens fiel ein Teil des Deriyate: 
amorph aus. Es wurde mehrfach ausgeiithert, der itherische Auszug mit 
Chlorcalcium getrocknet und der Ather abgedampft. Das zuriickbleibende 
Produkt war zunichst noch stark verunreinigt, wurde aber durch mehrmalives 
Liésen in wenig Ather-Alkohol und Ausfiillen mit Petrolither krystallin e:- 
halten. Die Substanz ist in Wasser, Alkoho! und Ather léslich, in Petrol- 
fither unléslich. 


0,0218 g Subst.: 0,0429 g CO, und 0,0126 ¢ H,O. — 0,0367 g Subst: | 


4,1cem N (28°, 760 mm). 
C,,H,,N,O, Ber. C 53,06 H 6,24 N 12,39 
Gef. ,, 53,67 ,, 646 , 12,18. 
Lithiumjodidsalz der y-Amino-/-oxy-buttersaure. Aus den Kom 
ponenten in Wasser beim Einengen auf dem Wasserbade tafelférmige Krystalle 
mit 1 Mol. Krystallwasser. 
0,1355 g Subst.: 5,00 cem n/,,-Na,S,0,. — 0,0876 g Subst.: 38,70 ccm 
N (7,5°, 766 mm). 
NH, -CH, -CH(OH)-CH, -COOH- Lid + H,O Ber. J 46,84 
Gef. ” 46,85 ss 5 13 ° 
Calciumjodidsalz der y-Amino-§-oxy-buttersaéure. Ebenso aus den 
Komponenten nadelférmige Krystalle, die lufttrocken analysiert wurden. 
0,1593 g Subst.: 6,91 cem n/,,.-Na,S,QO,. 0,0768 g Subst.: 2,2 ccm 
N (10°, 762 mm). 
NH, -CH,-CH(OH)-CH,-COOH- CaJ, + 21/,H,O Ber. J 55,42 N 3,06 
Gef. ,, 55,02 » 8,42. 
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Colorimetrische Bestimmung des Harnindicans 
mittels Ninhydrin. 
Von 


Teki Kumon. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultiit zu Nagasaki.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Dezember 1934.) 


Da die Atomgruppen mit doppelten Bindungen als Triger 
intensiver Farbung bekannt sind, und da die Ketogruppe erst bei 
mehrfacher Wiederholung im Molekiil ebenfalls intensive Absorp- 
tionsbiinder erzeugt, so lag der Gedanke nahe, daf Ninhydrin, 
welches ein hydratisierter Kérper ist und an und fiir sich keine 
Farbe hat, durch Kondensation unter Wasserabspaltung mit Ind- 
oxyl auf Grund der entstehenden —C=C-Doppelbindung eine in- 
tensive Farbe erzeugen kénne. Auf Grund dieser Annahme hat 
M. Tomita?) zum Nachweis des Harnindicans das Ninhydrin an- 
gewandt und dabei beobachtet, daB bei Erwirmung des mit Blei- 
essig entfarbten salzsauren Indicanharns mit Ninhydrinlésung 
schéne Rotfairbung auftritt, selbst wenn nur Spuren von Indoxyl 
vorhanden sind. In Gemeinschaft mit Fukagawa hat er?) dann 
durch Kinwirkung von Ninhydrin auf Indol in Kisessiglisung 
unter Zusatz von wenig Salzsiiure ein rotes Kondensationsprodukt 
erhalten. Die Identifizierung dieser Verbindung mit dem bei In- 
dicanharn durch Ninhydrin hervorgerufenen roten Farbstoffe haben 
sie aber nicht vollbracht. 

In Fortsetzung ihrer Experimente habe ich unter Leitung 
von Herrn Prof. Tomita festgestellt, daB das nach dem Ver- 
fahren von Baumann und Brieger’) und G. Hoppe-Seyler’‘) 
dargestellte Harnindican bei EKrwirmung mit Ninhydrinlésung 
unter Zusatz von wenig Salzsiiure einen tiefroten Farbstoff gibt, 
welchem nach meinen Analysen die unten angegebene Konsti- 
tution des Kondensationsproduktes zuzuschreiben ist. 


C(OH) HO. CO 


- CO CO 
—, CHK Sc=c¢ No,H, 
NH“ co” 
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Durch weitere Versuche wurde eine strenge Spezifitiit der 
Reaktion fiir das Harnindican nachgewiesen und eine vollkommene 
Proportionalitét der Farbintensitét bei verschiedenen Indoxy). 
mengen festgestellt. Es konnte mithin diese Reaktion zur colori. 
metrischen Indoxylbestimmung im Harn Verwendung finden. 


Versuchsteil. 


I. Kondensation von Indoxyl mit Ninhydrin. 0,25 g Harnindicay, 
nach dem Verfahren von Baumann und Brieger und G. Hoppe-Seyler 
aus Harn dargestellt, wurden mit 0,18 g Ninhydrin in wenig Wasser geliisi, 
mit einigen Tropfen Salzsiiure versetzt und dann auf dem Wasserbad 
15 Minuten lang erwiirmt. Aus der rétlich gefirbten Flissigkeit schieden 
sich allmiihlich tiefrote oder violettrote Krystalle in Nadeln oder Tafeln 
aus. Nach Erkalten wurden die Krystalle abfiltriert, mit kaltem Wasser 
ausgewaschen und im Exsiccator getrocknet. Ausbeute 0,20 g (74 Proz. 
der Theorie). 

0,0571 g Subst.: 0,1504 g CO,, 0,0171 g H,O. — 
4,3 eem n/10-H,SO, (nach Kjeldahl). 

C,,H,NO, Ber. C 74,18 H 3,27 N 5,90 
Gef. ,, 74,69 9 8,35 ,, 6,02 

Die Substanz ist in Ather, Chloroform, Aceton, Benzol, Eisessig, 
Athylalkohol, Methylalkohol und Amylalkohol leicht, in heiBem Wasser 
wenig, in kaltem nicht léslich. Sie schmilzt unter Zersetzung bei 240°, 

II. Colorimetrische Bestimmung des Harnindicans nach der 
Ninhydrinmethode. 10 ccm Harn werden mit 0,5 cem Bleiessig versetzt, 
durch ein trocknes Filter filtriert und 5 cem des entfirbten Filtrates 
(10/21 der Menge des urspriinglichen Harns) mit 1 ccm 10°/, Salzsiure und 
einigen Tropfen 5°/, iger Ninhydrinlésung 3 Minuten lang im Wasserbade 
erwirmt. Nach Erkalten wird die bei Anwesenheit von Harnindican rétlich 
gefirbte Fliissigkeit mit 5 cem Chloroform geschiittelt, wobei der Farbstotf 
leicht in Chloroform itbergeht. Die so bereitete Chloroformiésung wird 
zur colorimetrischen Bestimmung benutzt. 


Die Standardlésung bereitete ich durch Lésen einer ab- 
gewogenen Menge (10 mg, 5 mg, 1 mg) rein dargestellten Harn- 
indicans in 100 ccm Wasser. Von dieser Lésung bekannter Kon- 
zentration nahm ich jeweils 5 ccm, alles iibrige wie fiir den zu 
untersuchenden Harn. Die Konzentration des indoxylschwetel- 


0,1000 g Subst.: 


sauren Kaliums in der Standardlésung wird nach Méglichkeit so 
bemessen, dab die Reaktionsfarbstiirke annihernd der Farbstirke 
des zu untersuchenden Harns gleich ist. 
Vergleich wird dadurch wesentlich genauer. 

Mit meinem Ninhydrinverfahren erhalt man im Harn bis zu 
einer Konzentration von 1:500000 hinunter positive Resultate. 
Wie aus der folgenden Tabelle leicht ersichtlich, ist es bei der 


Der colorimetrische 
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Bestimmung des Harnindicans viel genauer und zuverliissiger als 
die Isatin-Methode®). Es sei aber nachdriicklichst darauf hin- 
gewiesen, daB man mit diesem Verfahren nur dann genaue Werte 
erhalten kann, wenn die Bleiessiglésung 1/,, Teil der Harnmenge 
nicht tibersteigt. Bei iiberschiissigem Gebrauch fillt Harnindican 
mit. Die Analysen wurden an Menschenharn mit und ohne 
Zusatz von Harnindican ausgefiihrt. Die Ergebnisse sind in der 
folgenden Tabelle zusammengestellt. 























4,761 cem Harn (= 5 cem des Filtrats der Bleiessigfillung). 

Iu- Menge des Harnindicans Tu- Menge des Harnindicans 
gesetzte |——______— (mg) —_——__——|j gesetzte |— (mg) : 
Menge Gefunden nach Menge | Gefunden nach 
pig Be- meinem | Isatin- yet toma Be- | meinem! Isatin- 

rechnet | Ver- | HCl- “ |rechnet | Ver- | HCIl- 
mg fahren |Methode mg | fahren |Methode 

0 0,068 | 0 | 0,075 

0 0,068 | 0 0,075 | 

0 0,068 — 0 0,075 | 

0 | 0,068 | 0 | 0,075 
0,081 0,149 | 0,145 | 0,116 0,048 0,123 | 0,125 | 0,100 
0,081 0,149 | 0,143 0,114 0,048 0,123 | 0,122 | 0,091 
0,081 | 0,149 | 0,144 | 0,114 0,048 0,123 | 0,122 | 0,096 
0,081 0,149 0,143 | 0,115 0,048 0,123 | 0,122 | 0,092 

0 | 0,076 | 0,048 0,123 | 0,125 | 0,091 

0 0,076 0 0,050 | 

0 0,076 | 0 0,050 | 

0 0,076 | 0 0,050 | 

0 0,076 0 0,050 
0,048 0,124 | 0,124 | 0 | 0,050 | 
0,048 | 0,124 | 0,124 | 0,048 0,098 | 0,100 | 0,063 
0,048 0,124 | 0,125 0,048 0,098 0,098 | 0,063 
0,048 | 0,124 0,124 | 0,048 0,098 0,100 0,064 
0,048 | 0,124 | 0,124 | 0,048 0,098 | 0,098 | 0,064 

0 0,075 | 0,048 0,098 0,098 | 0,066 

Literatur. 
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Einfiu8 der Kettenlange 
auf den Geschmack aliphatischer -Betaine. 
Von 
Richard Kuhn und Francisco Giral. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) | 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Januar 1935.) 


Die in anderem Zusammenhang ’) dargestellten Betaine I und I] 


unterscheiden sich in auffalliger Weise durch ihren Geschmack. | 
Das Betain I schmeckt stark bitter, wihrend das Betain II ganz | 


geschmacklos ist. Diese Unterschiede sind von verschiedenen 


Personen stets tibereinstimmend empfunden worden. Die Léslich- | 


keitsunterschiede (in Wasser und Alkohol) der bitteren und der 
geschmacklosen Verbindung, deren Formeln sich nur wie diejenigen 
der Palmitinsiure und Stearinsiiure unterscheiden, sind ‘iuferst 


gering und kommen zur Erklirung des Geschmacksunterschiedes | 
wohl nicht in Betracht. Beide Betaine sind auf vollkommen ana- | 
logem Wege, und zwar wiederholt dargestellt und durch hiufige | 


Krystallisationen genau gleichartig gereinigt worden, so dab die 
Unterschiede der analysenreinen Substanzen nicht durch Bei- 
mengungen erklirbar sein diirften. 


‘2 7 ID . ; 
()  (H,C);,N—(CH,),,—COO (11) (H,C);N—(CH,),-—COO 
(1) H,N—(CH,),,—COOH iV) H,N—(CH,),,—COOH 


(V) (H,C),N—(CH,),,—COOCH, (VI) (H,C),N—(CH,),,—COOCH, 


+ 


(VITT) (H,C),N—(CH,),—CO0O 


, + ~ 
(VI) ,0),N—(CH,),—COO 


Die zugrunde liegenden Aminosiiuren III und IV sind beide 
ganz geschmacklos. Dagegen zeigen die Ester V und VI, die 


1) R. Kuhn u. F. Giral, Ber. chem. Ges. 67, 1130 (1934); Ber. chem. 
Ges. 68, im Druck (1935). 
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durch Erhitzen (Vakuum-destillation) aus den Betainen I und II 
hervorgehen, wieder einen starken Unterschied. 

Der Ester V schmeckt stark bitter wie das zugehérige Betain, 
wihrend VI geschmacklos ist. 

Zum Vergleich mit den Betainen I und Ii fihren wir an, 
daB das Valero-betain') VIJ und das Capro-betain”) VIII im ersten 
Augenblick ganz schwach siiBlich schmecken, im iibrigen aber keine 
dauernde Empfindung auf der Zunge hinterlassen. 












Der Junta constructora de la Ciudad Universitaria 
Madrid sprechen wir unseren besten Dank aus fiir die Gewahrung 
eines Stipendiums, das die Darstellung der genannten Substanzen 
ermdglicht hat. 


1) R. Willstitter u. W. Kahn, Ber. chem. Ges. 37, 1853 (1904). 
*) V. Prelog, Coll. trav. Chim. Tschechoslov. 2, 712 (1930). 
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Tryptophanreaktion und Nachweis des Hetero-auxins. 


Von 


Siegfried Winkler und Siegfried Petersen. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitit Leipzig.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Januar 1935.) 


Durch die Untersuchungen von Fritz Kégl1?) iiber das Hetero. 


auxin ist die #-Indolylessigsiiure in den Mittelpunkt des Interesses_| 


geriickt. Es gibt schon seit langer Zeit fiir den Nachweis dieser 
Verbindung rote Farbreaktionen’) (mit Kisen-3-chlorid und kon- 
zentrierter Salzsiure, bzw. mit Salpetersiiure und KNO,), die auch 
beim Auffinden des Hetero-auxins verwendet wurden. Diese Reak- 
tionen sind fiir Indolderivate nicht sehr spezifisch. Der eine von 
uns (S. P.) beobachtete nun, daB die abgeianderte*) Tryptophan- 
reaktion nach Adamkiewicz-Hopkins auch auf die Indolylessig- 
siure anwendbar ist, d. h. Indolylessigsiure gibt bei Gegenwart 
von Kupfersulfat mit Glyoxylsiure und konzentrierter Schwefel- 
siure eine intensive Rotviolettfiirbung (ohne Glyoxylsiure entstebt 
eine weit schwichere Rotfirbung, die in ihrer Intensitiit etwa der 
Eisenchloridreaktion entspricht). Die Reaktion blieb bisher un- 
bekannt, da Kupfersulfat zu ihrer Ausfiihrung nétig ist. Der rot- 
violette Farbstoff der Glyoxyl—Indolylessigsiurereaktion zeigt alle 
wesentlichen Kigenschaften so, wie sie fiir das Tryptophan ®*) be- 
schrieben sind. 

Fiir die maximale Farbintensitiit sind etwa 2 Mol Kupfer und 
1 Mol Glyoxylsiure auf ein Mol Indolylessigsiure erforderlich. 
Auch der Verlauf der Absorptionskurve im sichtbaren Gebiet ist 
zwar flacher als der bei der Tryptophanreaktion, doch diesem sehr 
abnlich, und das Absorptionsmaximum ist nur wenig in das lang- 
wellige Gebiet verschoben (bei 2 = 530). Wie beim Tryptophan 
stéren auch hier starke Oxydationsmittel die Reaktion, wihrend 
Reduktionsmittel, wie schweflige Siure oder Ameisensiiure, ohne 
KinfluB bleiben. Auch bei Gegenwart von Gelatine liBt sich die 
Priifung auf Indolylessigsiure — wenigstens qualitativ — ausfiihren. 
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Die Empfindlichkeit der Reaktion ist nicht ganz so groB wie beim 
Tryptophan, doch lassen sich noch 3y Indolylessigsiure in einem 
Kubikzentimeter Bestimmungsgemisch nachweisen. 

Die Farbreaktion mit Glyoxylsiure eignet sich auch fiir die 
yuantitative Bestimmung der Indolylessigsiure, da das Beersche 
Gesetz erfillt ist. Fiir die Ausfiihrung der quantitativen Bestimmung 
gelten die gleichen Bedingungen, wie sie fiir die Tryptophan- 
bestimmung angegeben sind. 

Trotz weitgehender Ubereinstimmung der Reaktionen lassen 
sich Tryptophan und Indolylessigsiure in reinem Zustand leicht 
unterscheiden. Die Farbe der Indolylessigsiurereaktion ist ein 
leuchtendes Rot-violett, wahrend Tryptophan nur in sehr schwacher 
Konzentration eine violette, in stirkerer Konzentration jedoch eine 
tiefblauviolette Farbe zeigt. Ferner gibt Tryptophan die EKisen- 
3-chloridreaktion nicht. Es geniigt also fiir den sicheren Nachweis 
des Tryptophans festzustellen, daB die Hisenchloridreaktion aus- 
bleibt; der positive Ausfall der Glyoxylsiiurereaktion zeigt dann 
nur noch das Vorhandensein von Tryptophan an. Ist aber in 
Eiwei6kérpern (z. B. bei fortgeschrittener Faulnis) Indolylessigsiure 
neben Tryptophan vorhanden, so wird die Bestimmung beider mit 
der Aldehydreaktion unsicher, da sich ihre Farbintensitiaten ziem- 
lich genau addieren. 

Es bleibt zu untersuchen, wie weit auch andere Indolderivate 
unter den gleichen Bedingungen Farbreaktionen zeigen (Indol gibt 
eine gelbrote, Skatol eine dunkelrote Farbung). Indolylessigsiure 
gibt erwartungsgemiB auch die Reaktion von Voisenet*), bei der 
statt Glyoxylsiure Formaldehyd und ein Oxydationsmittel verwandt 
werden; das Oxydationsmittel ist auch hier durch Kupfersulfat 
ersetzbar. Da der allen diesen Farbungen zugrundeliegende Farb- 
stofityp Interesse besitzt, werden die Untersuchungen fortgesetzt. 

Die quantitative Bestimmung der Indolylessigsiure (vgl. die 
quantitative Bestimmung des Tryptophans’): 

Ks wurden wieder m/2000-Lésungen verwandt. Die Indolyl- 
essigsiure zersetzt sich in dieser wiBrigen Lésung leicht. Halt- 
barer ist sie in ammoniakalischer Lésung (auf 50 ccm etwa 1 ccm 
2n-Ammoniak). Die Glyoxylsiurelésung wurde nach dem Verfahren 
von Benedict ) hergestellt, jedoch abweichend von der Vorschrift 
fir die Tryptophanbestimmung um das 10fache verdiinnt und fiir die 
Versuche 1—5 je 0,80 ccm der verdiinnten Glyoxylsiure, 0,20 ccm 
m/100-Kupfersulfat verwandt und mit Wasser auf 3,00 ccm auf- 
gefiillt. Diesen Lésungen werden 5,00 ccm konzentrierter Schwefel- 











S. Winkler und 8. Petersen, Hetero-auxin. 


siiure zugegeben unter den gleichen Bedingungen, wie sie fiir die 
Die _ kolorimetrische 
550 (Leifokolorimeter von Leitz) 


Tryptophanbestimmung beschrieben sind. 
Messung mit dem Griinfilter 2 = 


ergab: 
1 2 3 4 5 
0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 cem m/2000 Indolylessigsiure 
Ber. 17,5 35,0 52,5 70,0 87,5-10~° g Indolylessigsiure 
Gef. 14,9 33,1 50,3 70,3 87,5-10~° g Indolylessigsiure . 


Die Fehler sind also bis auf den Versuch 1 gering; als Bezugs- 


lésung galt fiir die Berechnung der Versuch 5. 


Literatur. 
1. Fritz Kégl, A. J. Haagen-Smit u. Hanni Erxleben, Diese Z, 228, 
90 (1934). 
2. EK. Salkowski, Diese Z. 9, 23 (1885). 
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Zur Mikromethodik der biologischen Kohlenstoffbestimmung, 
insbesondere des Restkohlenstoffes im Blut. 


Von 


Viktor Ruppert. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus der Medizinischen Universititspoliklinik Bonn.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Dezember 1934.) 


Der von Hofmeister im Jahre 1910 zuerst geprigte Begriff 
des Restkohlenstoffes hat fiir die verschiedensten Fragen der Bio- 
logie und Medizin zunehmend an Bedeutung gewonnen. Dariiber 
hinaus hat die Bestimmung kleiner Kohlenstoffmengen in physio- 
logischen und pathologischen Korperfliissigkeiten wachsendes kli- 
nisches und physiologisches Interesse gefunden. Der Nutzbar- 
machung und breiteren Anwendung der Kohlenstoffbestimmung 
in der Klinik steht die Schwierigkeit und Kompliziertheit der 
bisher bekannten Methoden der Mikrokohlenstoffbestimmung im 
Wege. Das gilt vor allem fiir die Preglsche') Mikromethodik, 
welche von Stepp und Sauer’) fiir die Bestimmung des Rest- 
kohlenstoffes in Anwendung gebracht wurde. Serienbestimmungen 
kénnen mit diesem Verfahren nur schwer durchgefiihrt werden, 
Lieb und Krainick*) haben eine einfachere Methode angegeben, 
bei der das bei der Verbrennung entstehende Kohlendioxyd titri- 
metrisch bestimmt wird. Aber auch dieses Vorgehen erlaubt nicht 
ohne weiteres die Verbrennung des Restkohlenstoffes, da sich hier 
die erforderliche Kohlenstoffmenge in einem zu groBen Quantum 





illiissigkeit befindet. Infolgedessen muBte Claudatus‘), der mit 


jdieser Methode gearbeitet hat, die erhaltenen Blutfiltrate erst ein- 





trocknen und dann in den Verbrennungskolben iiberfiihren, was 
quantitativ schwer durchzufiihren ist. 

Im Gegensatz zu den bisher genannten Methoden liBt Nic- 
loux®) bei seinem Verfahren den Vorgang der Verbrennung und 
die Absorption der entstandenen Gase in 2 n. Kalilauge sich im 
Vakuum abspielen. Dieses Verfahren wurde dann von Tomiji 
Usuka®) weiter ausgebaut. Doch auch diese Methode der Kohlen- 
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stoffbestimmung war fiir unsere Zwecke nicht brauchbar, da der 
Apparat die erforderliche Blutfiltratmenge nicht faBte. Deshal) 
sah ich mich veranlaBt, eine Apparatur fiir Reihenbestimmungen 
des Restkohlenstoffes auszubilden. 


Methodik der Verbrennung. 


Das Prinzip der hier beschriebenen Methode zur Kohlenstof. 
bestimmung ist folgendes: 

Nach Einwage von festen Substanzen bzw. nach Eintrocknen 
von Lésungen im Verbrennungskélbchen wird durch eine Oxy- 
dationssaiure die kohlenstoffhaltige Substanz im Vakuum verbrannt 
und das entstandene Kohlendioxyd in Barytlauge als Barium. 
carbonat absorbiert. Der Verbrauch an Lauge wird mit Salzsiiure 
titriert und daraus der Kohlenstofigehalt berechnet. Es werden 
zweckmiafBig gleichzeitig mehrere — bis zu 6 Bestimmungen — 
ausgefiihrt. Abgesehen von der Reinigung der Apparate und dem 
Eintrocknen der Substanz betriigt die Dauer von sechs gleich- 
zeitigen Bestimmungen 11/,—2 Stunden. Die Bestimmungsbreite 
der Apparatur liegt zwischen 1—9 mg Kohlenstoff. 


Apparatur. 


Die Form der Apparatur habe ich folgenderma8en gestaltet: 
Das zu verbrennende Material wird vorher jedesmal getrocknet 
und zwar in dem gleichen Gefaib, in welchem spiter die Ver- 
brennung vor sich geht. Das Eintrocknen der Liésungen geschieht 
im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiure bei Zimmertemperatur. 
Spuren fliichtiger, kohlenstoffhaltiger Substanzen gehen bei der 
Trocknung verloren. Das Trocknungs- und Verbrennungsgefib ist 
ein weithalsiges, nicht zu hohes Kélbchen (Fig 1, Il), das bequem 
10 com Wasser in 12 Stunden im Vakuumexsiccator zu verdunsten 
gestattet. Das Kélbchen pat mit einem breiten Normalschliff, der 
sowohl dem Vakuum wie auch dem Erhitzen widersteht, an das 
Hanuptstiick (Fig. 1, I). Der Rand des Kélbchens tiberragt um etwa 
1/, cm den Schliff, um durch einen UberschuB des Schmiermittels, 
wozu ich Pyrophosphorsiéure verwende, einen unbedingten Ab- 
schlu8 zu erzielen. 

Das in einem Einhingegefa8 (Fig. 1, III) untergebrachte Oxy- 
dationsgemisch wird vor der Evakuierung des Apparates getrennt 
yon dem zu verbrennenden Material in den Apparat eingebracht. 
Durch Kippen des evakuierten Apparates wird das Oxydations- 
gemisch aus dem Einhingegefif in das Verbrennungskélbchen 
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der gefillt. Am Hauptteil des Apparates befindet sich neben dem 
alh M Habn (Fig. 1, V) zum Evakuieren der Schliff fiir die Vorlage 
cen (Fig.1, IV). Um eine bequeme Titration sowie eine leichte Reini- 

'gung zu ermdglichen, habe ich das VorlagegefaB zum Abnehmen 


























Fig.1. Apparat zur C-Bestimmung. 
I Hauptstiick, I] Verbrennungskélbchen, III EinhangegefaS, IV Vorlage, 
V Hahn zum Evakuieren. 


net M cingerichtet. Es faBt bis zu 20 ccm Barytlauge und ist zur Ver- 
er- @ criBerung der Oberfliche der Lauge geneigt angebracht. Das ein- 
cht mindende Rohr des Hauptteils bleibt immer iiber der Oberfliche 
ur. der Lauge und ist schrig abgeschliffen, damit beim Schiitteln die 
ler  Barytlauge wieder abtropfen kann. 

ist © Damit bis zu sechs Bestimmungen gleichzeitig ausgefiihrt 
i werden kénnen, habe ich die Apparate mit einem sechsarmigen 
0 @ Birettenhalter an einem Stativ befestigt. Erhitzt wird im Olbad 
ler @ bei 170—180° etwa 45 Minuten. Ich verwendete statt Ol Palmin, 


as das weniger unangenehm riecht. 

wa 

ls, Reagentien. 

De Als Oxydationsmittel dient ein Gemisch von Kaliumbichromat, Silber- 


bichromat und konz. Schwefelsiiure. Nach dem Vorschlag von Lieb und 
Krainick’) wird aus diesen Substanzen eine fertige ,,Oxydationssiure“ 
: hergestellt, die durch Erhitzen im Sauerstoffstrom kohlenstoffrei gemacht 
wird. Das bei der Verbrennung gebildete Kohlendioxyd wird nach dem Ver- 
ht. fahren von Lieb und Krainick%) und Lindner’) titriert. Die Kohlen- 
1S siure wird dabei in n/10-Barytlauge, die 3°/, Bariumchlorid enthialt, absor- 
on  Liert und die iiberschiissige Lauge mit n/20-Salzsiure mit 1°/,igem Barium- 
6” 
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chloridgehalt zuricktitriert. Es erhebt sich dabei die Frage, ob auch jn 
Vakuum die Absorption des entstandenen Kohlendioxyds durch die Laug 
vollstindig ist, da bei Lieb und Krainick die Gase im Sauerstoffstrom 
durch eine feinporige Filterplatte in die Lauge geleitet werden. Durch dis 
Analysen mit Testsubstanzen ist dies jedoch einwandfrei bewiesen. 

Folgende Reagentien werden demnach bendtigt: 

1. Oxydationsgemisch [nach Lieb und Krainick4)], hergestellt ay; 
50 g Silberbichromat, 25g Kaliumbichromat und 500 cem_ konzenirierte; 
Schwefelsiure, durch einstiindiges Erhitzen im Olbad bei 120—130° unto; 
gleichzeitigem Durchleiten von Sauerstoft kohlenstoffrei gemacht. 

n/20-Salzsiure mit 3°/, Bariumchlorid {nach Lieb und Krainick5) 

3. n/10-Barytlauge mit 1°/, Bariumechlorid [nach Lieb und Krqj. 
nick‘)}. Die Einstellung der Lauge erfolgt nach dem Preg!schen®) Niihe. 
rungsverfahren. 

4. Pyrophosphorsdure p. A. 


Ausfihrung der Bestimmung. 


Nach Einfetten des Hahnes und des Schliffes fiir die Vorlage 
schmiert man den unteren Schliff mit Pyrophosphorsiiure mittels 
Glasstab. Vorher hat man das KinhiingegefiB bis etwa 1/, cm 
unter den Rand mit Oxydationssiiure gefiillt. Nun stiilpt man das 
Hauptstiick des Apparates iiber das EKinhingegefiB, so daB dis 
umgebogenen Riander an den Vorbuchtungen vorbeigleiten, dreht 
um 90° und setzt es mit dem daranhiingenden SiuregefiB an das 
Verbrennungskélbchen an. Darauf wird in die Vorlage Barytlauge 
gegeben, bis zu 5,5 mg C 10 ccm, iiber 5,5 mg C 15 com. Nach 
Kvakuieren bis unter 30mm Hg wird durch Kippen des Apparates 
in Richtung der angesetzten Vorlage die Oxydationssiiure in das 
Verbrennungskélbchen gebracht. Da das Festhalten des erreichten 
Vakuums unbedingt erforderlich ist, wird zur Kontrolle in das 
Ansatzrohr oberhalb des Hahnes ein wenig Wasser und in den 
iiberstehenden Rand des Verbrennungsgefibes ein Uberschui von 
Pyrophosphorsiiure gegeben. Dann werden die Kélbchen in das 
Olbad bis zum Schliff eingetaucht und 45 Minuten bei 170—180° 
erhitzt. Von Zeit zu Zeit wird die Vorlage leicht hin und her 
bewegt, um die von Bariumcarbonat gebildete Haut auf der Ober- 
fliche zu zerstéren. Nach beendigter Verbrennung wird der Hahn 
langsam gedffnet, die Vorlage abgenommen und sofort nach Za- 
gabe eines Tropfens Phenolphthalein mit n/20-Salzsiure titriert. 


Die Berechnung ist folgendermafen: Da n/10-Barytlauge vorgelegt 
und dann mit n/20-Salzsiure zuriicktitriert wird, multipliziert man die vor 
gelegten Kubikzentimeter Barytlauge mit 2. 1 ccm verbrauchter Barytlauge 
entspricht 0,3 mg Kohlenstoff. Es ergibt sich deshalb: (verbrauchte Baryt 
lauge — 0,24) x 0,3 = mg Kohlenstoff. 
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Der Faktor 0,24 ist erforderlich zur Korrektion des Fehlers, der schon, 
wie Nicloux bzw. Osuka angeben, durch den Kohlensiuregehalt der nach 


' der Evakuierung in der Apparatur verbleibenden Spuren von Luft un- 


yermeidlich ist. 
Reinigung der Apparatur. 
Da das Verbrennungskélbchen hin und wieder sehr fest in seinem 


- Schliff haftet, haben wir dann den Apparat mit Wasser gefiillt und um den 


Schliff eine elektrisch heizbare Klammer gelegt, wodurch er sich jederzeit 


sofort 6ffnen lieB*). Die Reinigung geschieht zweckmi8ig in Chrom- 


echwefelsiure. 
Ergebnisse der Verbrennungen. 
a) an Testsubstanzen. 
Die bei Verbrennung verschiedener Testsubstanzen erhaltenen 


Werte (Tab. 1) zeigen, daB bei C-Mengen zwischen 1—6 mg die 
_ gefundenen Werte von den errechneten nur wenig abweichen. Oxal- 
' siure, Galaktose und Harnstoff ergeben Abweichungen, die im 
Maximum 3,5°/, der eingewogenen C-Menge betragen. In diesem 
' Fehler sind alle Abweichungen eingeschlossen, die bei der 
| Herstellung und Abmessung der Lésung unterlaufen. Wir haben 
bei diesen Kontrollbestimmungen absichtlich Lésungen verwendet, 
_weil das von uns zu untersuchende Material zuniichst in Gestalt 
' von Fliissigkeiten zur Verfiigung stand. Die Abweichungen liegen 
‘in der Regel in der Richtung eines geringen Defizits. Die Be- 
stimmungen an Testsubstanzen zeigen also Abweichungen, welche 
' fir Bestimmungen an biologischen Substanzen durchaus tragbar 
| sind. Demgegeniber findet Roche?*) mit der Apparatur von 
| Nicloux den ,,mittleren Unterschied von Kontrolibestimmungen 
von 4—5 9“, 


b) in biologischem Material. 
1. Restkohlenstoff im Blut: Als EnteiweiBungsmittel fiir die 


| Zwecke der Rest-C-Bestimmung — definiert als die Gesamtheit 


aller C-haltigen, nicht eiweiBartigen Substanzen des Blutes — 


| wurde von Mancini’), der auf Hofmeisters Veranlassung die 


ersten Restkohlenstoffversuche ausfiihrte, die Phosphorwolframsiiure 
verwandt. Sie wurde seither von den meisten Autoren als Fil- 


| lungsmittel der EiweiBkérper bei Restkohlenstoffbestimmung (R.C.) 


beibehalten, doch differieren die damit erhaltenen Werte zum Teil 
sehr stark, Mancini fand nur 75 mg-°/, R.C. mit der Makro- 
methode. Stepp?) erhielt mit der Preglschen Mikromethode, die 


*) Die Apparatur sowie eine heizbare Klammer werden von der Firma 
U. Gerhardt, Bonn, geliefert. 
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Tabelle 1. 
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berechnet 

















gefunden 

2,4 2,418 
3,6 3,514 
4,8 4,778 
6,0 5,913 
2,85 2,82 

2,85 2,869 
2,0 1,977 
2,0 1,947 
2,0 2,007 
2,0 1,95 

1,0 0,975 
2,0 1,963 
3,0 2,995 
1,0 0,98 

1,5 1,465 
2,0 1,953 
3,992 3,939 
3,992 3,891 
3,992 3,852 
1,996 2,017 
1,996 2,044 
3,183 3,177 
3,183 3,291 
3,183 3,120 
3,183 3,147 
3,183 3,165 
1,788 1,737 
1,788 1,812 
1,788 1,725 
2,384 2,408 
2,384 2,397 
3,06 3,075 
3,06 2,928 
3,06 2,946 
3,06 3,000 
3,06 3,000 
3.358 3,218 
3,358 3,303 
3,358 3,420 
3,358 3,315 
3,358 3,285 








*) Der Leerwert fiir 4 ccm 99,8 °/,igen Alkohol betriigt 0,033 mg C un¢ 
wurde von dem gefundenen C-Wert subtrahiert. 
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| fraglos genauer arbeitet, ein Mittel von 180 mg-°/, R.C. im mensch- 
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lichen Vollblut. Ahnliche Werte finden Deutschberger im Pferde- 
blut und Imhiuser!™) im Menschenblut (184,3 mg-°/,). 
Demgegeniiber liegen die Zahlen von Roche’) und Clau- 


' datus‘) nach Kinengung bzw. Kintrocknen der Filtrate und meine 


Werte bedeutend niedriger (Tab. 2). Ich habe defibriniertes 
Menschenblut folgendermaBen nach dem Prinzip von Roche ent- 
eiweiBt: Zu 3ccem defibriniertem Blut wurden 10 ccm kohlensiure- 


' freies Wasser gegeben. Dann wurden mit einer Pipette langsam 


unter Umriihren 5 ccm einer 10°/,igen Phosphorwolframsiure- 


lisung und 3 ccm 2/3 n-Schwefelsiure hinzugefiigt. Nach einer 


halben Stunde wurde zentrifugiert, die iiberstehende klare Fliissig- 
keit filtriert und 10 ccm des Filtrats, die 1,43 ccm defibriniertem 
Blut entsprechen, zur Verbrennung benutzt. 


Tabelle 2. 

















Rest-C im defibrin. Rest- C im + dadieeteieeten: Rest-C im 
menschlichen Blute menschlichen Blute menschl. Blute 
_ |(Phosphorwolfram- (Phosphorwolframsiure- (Phosphorwolf- 
Nr. siurefillung) fallung) ramsiurefdllung) 
eigene Analysen Claudatus *) Roche *°) 
Pet “lo mg-°/, mg-"/, 
1 140, 1 pany 126 (normal) 
2 127, 6 - 137 (Lues latens) 
3 118,5 ¥ 161 (Taboparalyse) 
4 128,4 ws 113 (Konst. Neurasthenie) 
5 139,1 _ 118 (Folgen n. Schidelbruch) 
6 146,0 - 111 (Tabes dorsalis) 
1 1301s, 
8 1231 ,, 
9 129,8 
10 138, 1 " 
Mitel: 181,6 | 127,8 | 110-160 


Die von mir gefundenen Zahlen liegen simtlich niedriger als 
die Werte von Imhiuser, Stepp und Deutschberger!). Sie ent- 
sprechen vielmehr den Ergebnissen von Roche und Claudatus, 
Die Unterschiede gegeniiber Stepp sind wohl nicht durch Verluste 
an fliichtigen C-Trigern beim Eintrocknen erklirbar, da diese 
rechnerisch nie mehr als einige Milligramm C betragen kénnten. 
Auch mit der etwas anderen Methode der EnteiweiBung mit Phos- 
phorwolframsiiure wie Stepp sie anwendet, erhielt ich einen 


gleichen Wert. Somit kann bislang die Ursache der Differenz 
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zwischen den Werten von Stepp und denen yon Roche, Clay. 
datus und mir nur in der Verschiedenheit der Verbrennungs. 
methode zu suchen sein. Betont werden mu, daB der von mir 
gefundene Durchschnittswert von 131 mg-°/, sehr gut mit der 
Summe der einzelnen bekannten C-Triger iibereinstimmt, die yoy 
Imhauser mit 129,6 mg-°/, angegeben wird. 

Da jedoch bei der Phosphorwolframsiurefallung eine wichtige 
Gruppe von Substanzen, die dem Kiweif nicht angehoren, niimlich 
die Fette und Lipoide mitgerissen wurden, — ein Umstand, der 
von Stepp und den iibrigen Bearbeitern des Restkohlenstofies 
bisher giinzlich vernachlissigt wurde, — habe ich mich auf Vor. 
schlag von Prof. Biirger einer anderen Fallungsmethode zu. 
gewandt, die diesen Mangel nicht aufweist; denn gerade die er. 
wihnten Stoffe sind fiir Fragen auf dem Gebiete des Kohlenhydrat- 
und Fettstoffwechsels von grébtem Interesse [Biirger')]. Die 
Fallungen wurden mit 99,8°/,igem Alkohol und Petrolither wie 
folgt ausgefihrt: 

0,5 ccm Serum wurden tropfenweise in 5cem Alkohol gegeben, 
im Wasserbad bis zum leichten Sieden erhitzt und filtriert. Dann 
wurde mit 5 ccm Alkohol und einmal 3 und einmal 2 ccm Petrol- 
ither nachgewaschen, sowie das Filter mit Alkohol kurz nach- 
gespult und schlieBlich leicht ausgequetscht. Das Alkohol—Petrol- 
itherfiltrat wurde verdunstet und der Riickstand verbrannt. Die 
Doppelbestimmungen zeigen bei getrennt durchgefiihrter Ent- 
eiweiBung im allgemeinen gute Ubereinstimmung. Tab. 3 zeizt 
zwei Serien von Doppelbestimmungen in 2stiindlichem Abstand im 
Blut von Somnifen-narkotisierten Hunden, bei denen aus anderen 
Griinden eine Laparotomie vorgenommen wurde. Lediglich ganz 
vereinzelte Werte, wie z. B. die letzten bei Hund 2A zeigen aus 
vorerst nicht geklirter Ursache gréfere Differenzen. 

Ferner wurde das durch das Alkohol—Petrolithergemisch er- 
haltene Filtrat noch weiter auffraktioniert, indem die petrolither- 
lésliche Fraktion extrahiert und der Kohlenstoffgehalt der so er- 
haltenen Fette und Lipoide als ,,Fettkohlenstoff**) bestimmt wurde. 
Die Extraktion wurde so vorgenommen, da8 nach Eintrocknen des 
Filtrats der Alkohol—Petrolatherfallung in einer Abdampfschale der 
Riickstand mit 4 ccm Petrolither aufgenommen und durch ein 
Filter in das Verbrennungskélbchen gegeben wurde. Dann wurde 


*) Unter Fettkohlenstoff wird der C-Gehalt siimtlicher in Petrolither 
léslicher Substanzen verstanden: als der Kohlenstoff des Neutralfetts, des 
Cholesterins und seiner Ester und der Phosphatide. 
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noch dreimal mit 4 ccm Petroliither (Reag. D. A.B. 6) nachgewaschen 


Zur Mikromethodik der biologischen Kohlenstoffbestimmung usw. 929} 


und das Filter nochmals mit 2 x 2 ccm Petrolither nachgespiilt. 
Der Petrolither wurde dann im Exsiccator bei laufender Wasser- 
strahlpumpe verdunstet und der Riickstand verbrannt. Durch 
Leerbestimmungen waren jeweils vorher die Fehlerwerte, die durch 
den Alkohol und Petrolither bedingt waren, festgestellt und nach- 
her in Betracht gezogen worden. Die Streuung der Werte der 
Doppelbestimmungen ist im allgemeinen beim Fettkohlenstoff 
veringer wie beim Gesamtkohlenstoff, wie aus den Werten aus 
Tab. 3, Hund 2B, bei dem zu gleicher Zeit Restkohlenstoff und 
Fettkohlenstoff bestimmt wurde, hervorgeht. 


Tabelle 3. 





Doppelbestimmungen Fehler 
Nr manent — — Mittelwert berechnet vom 
sas I | II Mittelwert 
mg-°/, | mg-°/, mg-°/,, a 
Hund 1, Restkohlenstoff im Serum. 

1 852 824 838 + 1,69 
2 834 828 831 +0,36 
3 918 882 900 + 2,0 

4 914 857 885,5 + 3,22 
; 854 867 860,5 +0,76 
6 840 841 840,5 +- 0,06 

A. Hund 2, Restkohlenstoff im Serum. 

1 741 | 736 738,5 + 0,34 
2 678 639 658,5 + 2,96 
3 769 736 7152,5 42,19 
4 775 745 760 + 1,97 
5 767 — 767 — 

6 827 | 162 794,5 + 4,09 

B. Hund 2, Fettkohlenstoff im Serum. 

1 494 | 496 495 +0,2 

2 395 | 392 398,5 +0,38 
3 545 | 521 533 + 2,25 
4 554 | 536 545 +1,65 
5 554 | 521 587,5 +3,07 
6 525 | 515 520 + 0,96 











In Tab. 4 ist bei 10 normalen Hunden der Gesamtrestkohlen- 
stoff (G.R.C.) und Fettkohlenstoff (F.C.) bestimmt worden. Die 
Werte fiir den ersteren liegen mit 755 mg-°/, im Durchschnitt 
erheblich itiber den mit der Phosphorwolframsaure erhaltenen 
Zahlen. Erklart wird dies in erster Linie durch den Fettkohlenstoft 
(F.C.). Die Subtraktion des Fett-C. vom Gesamtrestkohlenstoff 
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ergibt einen Durchschnitt von 218 mg-°/, im Blutserum. Die 
groBen Schwankungen des Restkohlenstoffes zwischen 625 und 
960 mg-°/,, also um 335 mg-°/,, werden gréBtenteils durch die 
Schwankungen des Fettkohlenstoffes erklirt. Die extremsten Werte 
liegen hier zwischen 417 und 712 mg-°/,, was einer Schwankungs. 
breite von 295 mg-°/, entspricht, wihrend beim ,,fettfreien Rest. 
kohlenstoff* (= G.R.C.-F.C.) die maximalen Unterschiede ny 
95 mg-°/, betragen. Da die Tiere noch 12 Stunden vorher meist 
ausgiebig gefressen hatten, so ist ein Schwanken des Restkohlen. 
stofis durchaus erklirt. Nach den bisherigen Untersuchungen 
hegen die Werte fiir Rest- und Fettkohlenstoff beim Menschey 
ungefaihr in der gleichen Héhe wie bei den Hunden. 


Tabelle 4. 


Rest- und Fettkohlenstoff im Serum von Hunden. 

















Nr Rest-C Fett-C Fettfreier Rest-C 

mg-°/, mg-°/ 0 mg-"/, 
1 738 495 243 
2 625 451 174 
3 838 661 177 
4 695 467 228 
5 752 547 205 
6 686 417 269 
7 960 712 248 
8 630 439 191 
9 751 942 209 
10 877 644 233 

Mittel: 755,2 | 537,5 | 217,7 


Die hier aufgefiihrten Untersuchungen zeigen also, dab wir 
dem Begriff des R.C. quantitativ einen neuen und, wie wir meine, 
den einzig richtigen Inhalt geben. Wenn unter R.N, alle 
stickstoffhaltigen Bestandteile des Blutes, soweit sie nicht den 
EiweiBkérpern angehéren, verstanden werden, so sollte logischer- 
weise unter R.C. die Summe aller C-T'riiger begriffen werden, die 
nicht eiweiBartiger Natur sind. Die bisher iiblichen Fiallungs- 
methoden sind dieser logischen Forderung nicht gerecht geworden. 
Bei der Phosphorwolframsiurefillung werden offenbar ?/, aller 
nicht eiweiBartigen C-Triiger an das Koagulat adsorbiert und 
entgehen damit dem Komplex des Gesamtrestkohlenstoffs (G.R.C,, 
wie wir ihn verstehen. Es ist klar, daB je nach der Art der 
Fallungsmethode und vielleicht auch nach dem verschiedenen 
Eiweibgemisch die Gréfe der Adsorption und damit der Verlust 
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' an OC-Tragern verschieden sein wird. Es wird also in unserem 
| Sinne dasjenige KiweiBfiltrat die optimalen Bedingungen schaffen, 
| welches die gréBte Menge nicht eiweiBartiger C-Triger enthilt. 
_ Apriori werden naturgemi8 dann Bedenken auftreten, wenn das 
 Fillungsmittel selber C-haltig ist. Ich glaube aber, diese Bedenken 
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auf zweierlei Art zerstreut zu haben. 

1. zeigen meine Leerbestimmungen, daB es bei Verwendung 
reinster Reagenzien tatsachlich gelingt, den als Fallungsmittel 
verwendeten 99,8°/, igen Alkohol fast quantitativ zu verdunsten. 
Ks empfiehlt sich, eine gréBere Menge redestillierten Alkohols 
bereitzustellen und die fiir die Fallung von '/, com Serum ndtige 
Menge von Alkohol bzw. Petrolither im Exsiccator bei Zimmer- 
temperatur abzudampfen und den sich ergebenden geringen Fehler- 
wert einzufiigen; das gleiche gilt c. p. fiir die Fettextraktion mit 
Petrolither. Ich fand als Durchschnittswert fiir 12 cem Alkohol 
und 5cem Petrolither 0,076 mg C, und fiir 20 ccm Petrolither 
0,073 com C. Diese Werte werden als Korrektur fiir das Fiallungs- 
mittel in die Berechnung eingefiihrt und betragen somit etwa 1°/, 
des G.R.C. und 3°/, des F.C. 

2. zeigt sich, daB die Differenz des nach meinem Verfahren 
bestimmten G.R.C. und des petrolitherléslichen F.C. geringer ist 
als die Werte, welche mit der Phosphorwolframsiurefillung der 
Autoren erfaBt wurden. So fand ich in 100 ccm normalem 
Menschenserum folgende Rest-C-Werte: 


a) C im Phosphorwolframsiurefiltrat: 268 mg 


b) C im Alkoholitherfiltrat: 890 mg 
c) petrolitherléslicher C: 679 mg 
b—c) 211 mg 


Der Grund fiir den relativ héheren C-Wert, der mit Phosphor- 
wolframsiurefillung erhalten wird gegeniiber der Differenz b—c, 
ist wohl darin zu suchen, da8 petrolitherlésliche Substanzen mit 
in das Filtrat der Phosphorwolframsiurefillung gelangen, d. h. 
also, daB das Phosphorwolframsiurekoagulat den gréBeren Anteil 
des Fett-C adsorbiert, einen kleinen Anteil dagegen ins Filtrat 
iibergehen 148t. Dadurch werden besonders in pathologischen 
Fallen uniibersehbare Verhiltnisse geschaffen. 

Die in den letzten Jahren gesammelten Erfahrungen unseres 
Laboratoriums haben uns bereits gezeigt, daB die hier dargestellte 
Methode der G.R.C.-Bestimmung z. B. fiir die Aufklairung der 
intermediiren Vorginge bei der Insulinapplikation von hohem 
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Wert sind. Als eine weitere Aufgabe der Ausnutzung der hier 


beschriebenen Methodik ist die Fraktionierung aller nicht eiweif- 
artigen C-'Trager des Blutes durchzufiihren. Mit der Bestimmung 
des iitherléslichen Fett-C ist dazu ein Anfang gemacht. Es hat 
sich bereits gezeigt, daB unter der Einwirkung krystallinischey 
Insulins die einzelnen nicht eiweibartigen C-Triiger des Blutes 
ein ganz verschiedenes Schicksal haben (Verminderung des Blut- 
zuckers, Vermehrung der Milchsiiure, Verminderung des Fett-(’) 
Das Ziel ist, mit Hilfe dieser Rest-C-Bestimmung und der Frak- 
tionierung seiner einzelnen Komponenten tiefer in das inter- 
mediire Wechselspiel zwischen den Kérpern der Kohlenhydrat- 
und Fettreihe, soweit es sich im Blute verfulgen libBt, ein- 
zudringen. 

2. Kohlenstoff im menschlichen Harn. Neben dem Rest- 
kohlenstoff im Blut interessiert vor allem der Kohlenstoffgehalt 
des Harns, insbesondere der Quotient C:N. Die in Tabelle 5 
angefiihrten Doppelbestimmungen von Harnverbrennungen zeigen 
durchaus gute Ubereinstimmung. Es wurde jeweils 1 ccm Urin 
eingetrocknet und verbranunt. 


Tabelle 5. 


C-Bestimmung im menschlichen Urin. 

















Doppelbestimmungen Fehler 
Nr stipes ionhainintone caine ewiabagleninntte Mittelwert berechnet yom 
‘ I II Mittelwert 
g-"/oo = "loo g-°/s0 “lo 
1 7,41 7,614 7,512 41,35 
2 5,439 5,322 5,3805 + 1,09 
3 5,076 5,064 5,070 +0,12 
4 5,768 5,352 5,558 +3.69 
5 5,199 | 5,196 5.1975 +-0,03 
6 4,563 4,494 4.5285 + 0,76 
7 3,337 3,301 3,319 +0,54 
Zusammenfassung. 


Die Kohlenstoffbestimmungsmethode von 


Osuka_ wurde 


weitgehend umgestaltet und vereinfacht, um eine rasche Serien- 
bestimmung des Restkohlenstoffs im Blut und des Kohlenstotis 
in anderen biologischen Substanzen zu erméglichen: 

1. durch Verainderung der Form der Apparate, so dab u.a. 
Eintrocknung und Verbrennung von fliissigen Substanzen in dem 
gleichen GefaB stattfindet, 
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2. durch Kinfitihrung eines fertigen Oxydationsgemisches, 
3. durch Einfihrung einer einfacheren Titrationsmethode. 
Die Versuche mit zahlreichen Testsubstanzen ergaben Fehler- 
° & werte bis zu 2—3°/,. Die Dauer von 6 gleichzeitigen Analysen 
betriigt 11/,—2 Stunden. 

~ Die Restkohlenstoffwerte im  defibrinierten menschlichen 
Blut, die durch Phosphorwolframsiurefillung erhalten wurden, 
liegen mit 131,6 mg-°/, im Durchschnitt niedriger als die Werte 
von Stepp und Mitarbeitern und entsprechen mehr den Zahlen 
von Roche und Claudatus. 

Zur Erfassung des Gesamtrestkohlenstoffs im ent- 
eiweiBten Blutfiltrat, za dem auch der friiher nicht beriicksichtigte 
Kohlenstoff der Fette und Lipoide zu rechnen ist, wurde eine neue 
EnteiweiBungsmethode mit Alkohol—Petrolither eingefiihrt. Die 
erhaltenen Werte betragen das Sechsfache der Zahlen der Phosphor- 
wolframsiurefaillung. 

Durch Extraktion der Fette und Lipoide mit Petroliither 
aus dem Alkohol—Petrolitherfiltrat wurde eine Fraktionierung des 
Gesamtrestkohlenstoffs méglich. 

Die Fehlergrenzen bei den Bestimmungen des Rest- und 
Fettkohlenstoffs, sowie des Kohlenstoffgehaltes im menschlichen 
Harn entsprechen im allgemeinen den Versuchen mit Test- 


substanzen (2—3°/,). 
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XIV. Mikrobestimmung von Chlor in Geweben.*) 
Von 
K. Linderstrem-Lang, A. H. Palmer und H. Holter. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Dezember 1934.) 


Beim Studium der Salzsiuresekretion des Magens [vgl. '] 
stellte sich die Notwendigkeit heraus, den Gesamtchlorgehalt 
kleiner Gewebsproben zu bestimmen. Das Verfahren sollte es er- 
méglichen, die Chlorverteilung in verschiedenen Schleimhaut- 
schichten und damit in verschiedenen Zellarten zu untersuchen. 
Aus diesem Grund wurde die folgende elektrometrische Mikromethode 
ausgearbeitet. Sie unterscheidet sich einigermaBen von dem von 
K. Schwarz’) ausgebildeten Verfahren, hinter dem sie auch in 
der Bestimmungsgenauigkeit (5-10~1° — 10-10~!° mol. Cl) etwas 
zurickbleibt. Schwarz’) titriert in einem von einer Platinschlinge 
gehaltenen haingenden Tropfen. Diese sinnreiche Methodik konnte 
von uns nicht angewendet werden, da in unserem Fall vor der 
elektrometrischen Titration eine Veraschung der Gewebeproben 
vorzunehmen war, die am einfachsten in einem kleinen Gefiih*) 
ausgefiihrt werden kann, wobei man der Gefahr von Verlusten 
am besten ausweicht. In demselben GefaB wird dann die Titration 
in der von der Veraschung her stark salzhaltigen Lésung aus- 
gefiihrt. 


Die Bestimmung zerfallt in 2 Teile, nimlich Veraschung und 
Titration. Im folgenden wird zuerst das bei diesen beiden Pro- 
zessen elngehaltene Verfahren beschrieben; sodann werden einige 
Kontrollversuche angefiihrt. 





*) Wird auch in den C. r. Lab. Carlsberg veréffentlicht werden. 
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Die Verfasser danken dem Vorstand des Laboratoriums, Herrn 


Prof. Dr. S. P. L. Serensen fiir sein dieser Arbeit bewiesenes 


Interesse. 
1. Veraschung. 


Das Gewebsstiick, dessen Chlorgehalt (am besten zwischen 
4.1074 und 2-10-% mg Cl) bestimmt werden soll, wird in ein 


| 250 cmm fassendes ReaktionsgefiB*) aus Jenaer Glas eingefiihrt, 


welches 7 cmm der folgenden Salzlésung A enthilt 


1,2 g NaNO oe 
0,4 ¢ Na, HPO, - 21,0} me 


Das Wasser wird in einem 106° warmen Trockenschrank 


| abgedampft und sodann die Veraschung durch vorsichtiges Er- 
_ hitzen des ReaktionsgefaBes in einem Bunsenbrenner vorgenommen. 


Hat man einen Tiegelofen zur Verfiigung, so erhitzt man 
das GefaiB zweckmiBigerweise zuerst in diesem etwa 10 Minuten 
lang auf etwa 300° und setzt die Veraschung sodann iiber dem 


| Bunsenbrenner fort. Man vermeidet hierdurch leichter ein ge- 
| waltsames und eventuell verlustreiches Verpuffen des Gewebsstiickes. 


Beim Erwiirmen in der Bunsenflamme ist die Temperatur még- 


lichst niedrig zu halten. Die Veraschung ist beendet, sobald der 


braune Teerbeschlag, der sich an der Innenwand des Gefifes 


| bildet, verschwunden ist. Nach der Veraschung werden mit einer 


Handpipette*) 50cmm 0,17 n-Salpetersiure zugesetzt. Hierauf ist 
die Probe zur Titration bereit. 


Bemerkung. Das bei derartigen Veraschungen gewohnlich angewendete 


| Natriumearbonat wurde durch sekundires Natriumphosphat ersetzt, um die 


bei der Mikromethodik nachteilige Kohlensiureentwicklung beim Ansiuern 
des Veraschungsriickstandes zu vermeiden. AuBerdem wird das Glas durch 
den angegebenen SchmelzfluB weniger angegriffen. 


2. Titration. 


Als Titrationsfliissigkeit dient 0,02 n-Silbernitratlésung, die in 
100 com enthalt 

1,2 ¢ NaOH 0,4 g Na,HPO, 3,4 ccm 5n-HNO.. 

Die Zusammensetzung der Lisung ist der der zu titrierenden 
sehr Hhnlich. Auf Grund dieses Umstandes und der recht hohen 
Salzkonzentration ist eine betrichtliche Vereinfachung der elektro- 
metrischen Technik anwendbar, die darin besteht, da8 die zur 
Titration dienende Birette mit Inhalt als das eine, die zu titrierende 
Fliissigkeit wie gewéhnlich als das zweite Halbelement fungiert. 
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ued 


Die Verbindung der beiden Halbelemente geschieht durch eip. 
faches Kintauchen der Biirettenspitze. Die Anwendung diese 
Prinzips auf die Mikrobestimmung ergab die in der Figur dar. 
gestellte Anordnung. 


B 


+210 mv. 








A und A’ sind 2 Silberdrihte, die als Elektroden dienen. A, die yor- 
her mit verdiinnter kalter Salpetersiiure gereinigt werden muB, ist mit Hilfe 
von Picein in ein an das unterste Stiick der Biirette B [Type B‘)*)] an- 
geschmolzenes Seitenrohr eingesetzt. Die eingesetzte Elektrode wird in der 
Titrationsfliissigkeit aufbewahrt und hiilt sich so monatelang. A’ wird bis- 
weilen mit ein wenig Salpetersiiure oder eventuell mit feinem Schmiergel- 
papier gereinigt. Zwischen den Titrationen wird dieser Draht nur mit Filtrier- 
papier abgewischt, wobei man es vermeidet, ihn mit den Fingern zu beriihren. 

A und A’ stehen in Verbindung mit einem Otto Wollfi- 
Potentiometer, welches so eingestellt wird, dab das Galvanometer 
bei einem + 210 Millivolt betragenden Spannungsunterschied 
zwischen A und A’ keinen Ausschlag gibt. Dies entspricht einer 
im TitrationsgefiB herrschenden Silberionenkonzentration von 

0,210 
0,02-10 058 — 0,05-.10-* (20%. 

Diese Konzentration entspricht einer in das 50 cmm be- 
tragende Titrationsvolumen eingefiihrten Menge von 0,013 cmm 
0,02 n-AgNO,, also einem Zusatz, der eben an der Grenze der 
Ablesungsgenauigkeit der Biirette (0,02 cmm) liegt. Im iibrigen 
geht die Titration wesentlich so vor sich, wie friiher*) beschrieben, 
niimlich mittels einer Reihe von kurzen, dem Titrationsstadium 
und dem in der Biirette herrschenden Uberdruck angepaBten Hin- 
tauchungen der Biirettenspitze**) in das Titrationsmedium. Der 


*) Diese Biirettentype ist hier anzuwenden, da die saure Silbernitrat- 
lésung natiirlich nicht mit Quecksilber in Beriibrung kommen darf. 

**) Die Spitze kann vor einer Beriihrung durch die Elektrode durch 
einen Glasmantel geschiitzt werden, welcher in der Figur rechts dargestellt ist. 
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Kontakt zum Galvanometer wird stets geschlossen gehalten und 
man beobachtet den Ausschlag, den das Galvanometer beim Ein- 
tauchen (also beim StromschluB im Versuchselement) zeigt. Der 
Punkt, wo die Richtung des Ausschlages wechselt, das Element 
also eine Spannung von 210 Millivolt hat, ist sehr gut bestimmt, 
nimlich auf etwa 0,02 cmm Silbernitratlésung genau, wenn man 
darauf achtet, den Cherdvuck in der Biirette gegen das Ende der 
Titration hin sehr niedrig zu halten. 


3. Kontrollversuche. 


In den Tab. 1 und 2 sind die Resultate einiger Kontroll- 
yersuche wiedergegeben. 


Tabelle 1. 


Untersuchung der Titrationsgenauigkeit. 
50 emm einer Lésung, enthaltend 
1,2 g NaNO, 
0,4 g Na,HPO, { pro 100 cem 
3,4 ecm 5 n-HNO, 
und a emm 0,01 n-HCl wurden titriert wie beschrieben. 








Ergebnisse. 
g Berechneter Gefundener Titrationswert 
a Titrationswert Mittel 
0,02 n-AgNO, 0,02 n-AgNO, 
14,30 1,15 7,26 | 7.26 | 7,28 
1,25 7,22 7, 25 7,25 
715 3.58 1. 3,68 | 3,60 3,64 
2. 3,57 | 3,50 | 3,54 
8. 3,59 3,61 | 3,64 | 3,58 3.60 
4. 3,57 | 8,58 | 3,62 | 3,55 3,57 
5. 3,54 | 3,60 | 8,57 
:.58 1,79 1,80 | 1,82 | 1,80 | 1,85 1,82 














Versuche 1—5 wurden mit mehrwochiger Zwischenzeit ausgefiihrt. 


Tabelle 2 


Veraschung von Eialbumin. 


50 emm einer Lésung, enthaltend 
1,2 g NaNO, ae ee ee ee ee 
04g NaHPO, ... . , i pro 100 cem 
2eem 15°/, ige chlorfreie Hialbuminideung 
wurden mit 7,15 emm 0,01 n-HCl zur Trockne eingedampft, verascht, mit 
‘0 emm 0,17 n-HNO, versetzt und titriert. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX XXI. 16 
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Ergebnisse. 








Berechneter 
Titrationswert 


0,02 n-AgNO, 


Gefundener Titrationswert 


0,02 n-AgNO, 














3,58 


Versuche 1—3 wurden mit mehrwéchiger Zwischenzeit ausgefiihrt. 


1. K. Linderstrem-Lang u. Heinz Holter, Diese Z. 226, 173 (1934) 








357 | 3,54 | 3,60 | 3,59 
3,60 3,65 | 

3,52 | 3,44 | 3,44 | 3,50 
3,43 | 8,54 | 

8,55 | 3,55 | 3,52 | 3,59 
3,54 | 3,50 | 3,53 | 3,52 
3,38 
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Synthese von Acetyl-pyrromethenen und Bilirubinoiden’”’. 


Von 
Hans Fischer und Georg Fries. 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Minchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Dezember 1934.) 


Die Synthese des Himins wurde von H. Fischer u. K. Zeile?) 


'iiber das Diacetyldeuteroporphyrin durchgefiihrt. In ihm wurde 


jer Acetylrest zum sekundiren Alkohol—Himatoporphyrin redu- 


_ziert und hieraus durch Wasserabspaltung die Vinylgruppe des 
| Hiimins erzeugt. Es lag nun nahe, die eben erwdihnte Methode 
auch auf die Bilirubinreihe zu iibertragen. In vorliegender Arbeit 
sollte daher zunichst versucht werden, ein Bilirubinoid mit Acetyl- 
'qruppen aufzubauen und dann die Uberfiihrung der Acetylreste 
in Vinylgruppen durchzufiihren. Zu diesem Zwecke wurde versucht, 
| Oxypyrromethene mit Acetylseitenketten zu synthetisieren und 
‘hierzu wurde der schon mit E. Adler beschriebene 4-Methy]- 


2-formyl-3-acetyl-pyrrol-5-carbonsiureithylester (LI) verwendet), der 
zur Carbonsiéure (I) verseift wurde. 


| ¢~. 
statt COOH = COOC.H. = I 
| JcHo  * Sock 


Y¥ fH 
Leider zeichnete sich dieser Ké6rper durch groBe Kondensations- 


‘trigheit aus. Es gelang in keinem Fall, obwohl die Versuchs- 


bedingungen in bezug auf Lésungsmittel und Temperatur ver- 


schiedentlich geindert wurden, eine Methenkondensation zu er- 


awingen; daB Formyl- und Acetylgruppe bei der Verseifung mit 
Alkali unversehrt geblieben waren, bewies sowohl eine Riick- 
veresterung der Saure mit Diazoithan zum 4-Methyl-2-formy]l- 
j-acetyl-pyrrol-5-carbonsiureithylester, wie die Bildung eines 
Mono- und Diphenylhydrazons. Dagegen fiihrte die EKinwirkung 
von Hydrazinhydrat zu keinen wohl definierten Koérpern. Der 
Versuch, die Siure zu decarboxylieren, lieferte nur verkohlte 


') 12. Mitteilung iiber synthetische Versuche iiber die Konstitution des 


| Gallenfarbstoffes [11. Mitteilung vgl. W. Siedel, Diese Z. im Druck]. 


*) Liebigs Ann. 468, 98 (1929). 3) Diese Z. 210, 139 (1932). 
16* 
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Produkte. Auch eine Bromierung ergab wenig erfreuliche Resultate 


Es konnte wohl eine Decarboxylierung wahrgenommen werdey, 
doch gelang es nicht, reaktionsfihige krystallisierte Produkte 
fassen. Die Haftfestigkeit der Carboxylgruppe, sowie die Reaktions. 
traigheit scheinen hier durch den EHinfluB der negativen Gruppe 
bedingt zu sein. Da sich die Siure zur Pyrromethenkondensatio, 
unfahig zeigte, wurde auf das unverseifte Pyrrol I zuriickgegriffen, 
Auffallend ist hier die leichte Léslichkeit dieses Kérpers in ver. 
diinntem Alkali, eine Beobachtung, die schon von H. Fische; 
und P. Ernst!) beim 4-Methyl-2-formyl]-pyrrol-3,5-dicarbonsiure. 
aithylester gemacht wurde. Zur niheren Identifizierung des Aldehy 
wurden die Kondensationsprodukte mit Cyanessigester und Malodi. 
nitril hergestellt, die sich durch grofe Krystallisationsfreudigkeit 
auszeichnen. 

Kondensationen mit 2,4-Dimethyl-pyrrol-3-propionsiure uni 
2,4-Dimethyl-3-athyl-pyrrol fiihrten zu schén gefarbten, gut kry- 
stallisierten Pyrromethenen folgender Konstitution: 


TT a iil 
H.C, io -_ CH, 





“ar 
NH N-HBr 
* PS = CH,-CH,-COOH. 
~ ce H, a =C,H 
O TE aes CH = _ CH; 
NH N-HBr 


Niher untersucht wurde das Pyrromethen-hydrobromid lV. 
Mit Pikrinsiure wurde ein gut krystallisiertes Pikrat vom Schmelz- 
punkt 200° erhalten. Bei der Behandlung mit einer mittels Soda 
neutralisierten Hydroxylamin-hydrochloridlésung entsteht dabei 
ganz unerwartet ein farbloser Kérper mit positiver Beilsteinscher 
Reaktion, dessen Analyse recht gut auf das Ketoxim des 4,3’,5’-Tn- 
methyl - 4’- athyl-3 -acetyl - pyrromethan -5 - carbonsiureithylester- 
hydrobromids (V) stimmt. 


HBr-NOH 
po 
o FE ie H,C-—; ae 4 
: spice | : | 
H,C,00CL__!—__cH, —_—_\_JcH, 
NH NH 


Die Farblosigkeit der Verbindung sowie die leichte Verseil- 
barkeit der «-stindigen Carbithoxygruppe spricht stark fiir die 


%) Liebigs Ann. 447, 139 (1926). 
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| Annahme einer Pyrromethanstruktur der Verbindung. Die Reduk- 
tio des Pyrromethens zum Pyrromethan ist wohl auf die redu- 
| zierende Wirkung des Hydroxylamins zuriickzufiihren. Die dem 
| Molekiil am Pyrrolstickstoff angelagerte Bromwasserstofisiure hat 
' wahrscheinlich ihren Sitz gewechselt und sich am Stickstoff des 
Ketoxims angelagert. Ein ahnlicher Fall soll noch spater besprochen 
| werden. Oxydation mit Ferrichlorid in Alkohol fiihrt zur Bildung 
eines roten Farbstoffes, der aber nicht gefaBt werden konnte. 


Weiterhin wurde der 4-Methyl-2-formy]-3-acetyl-pyrrol- 


| j-carbonsaureathylester (II) mit 2,4-Dimethyl-pyrrol sowie mit 
_ 3-Methyl-pyrrol-4-propionsaure (VI, S. 246) zur Kondensation ge- 
| bracht. Es resultierten dabei nur amorphe Produkte, die nicht zur 
| Krystallisation gebracht werden konnten. Hiner eingehenderen Unter- 
suchung wurde das Kondensationsprodukt VI mit 3-Methyl-pyrrol- 
_4propionsiiure unterzogen. Uberraschend gelingt hier die Kon- 
'densation durch Stehenlassen beider Komponenten in Alkohol in 


quantitativer Ausbeute. Eine Bromierung dieses Produktes mit 1, 2 


‘und 3 Mol Brom fiihrte zu einem Bromkérper, dessen Analyse 
gut auf die des gesuchten Brom-pyrromethens VII stimmt. 


H,C;—COCH ed —CH,-CH,-COOH 
VII : ! | | 

H,c,00CcL _)—__-CH==——-\_ Br 
NH N 


Krystallisationsversuche waren auch hier ohne Erfolg. Mit 


vieler Mithe wurde nun versucht das Brom gegen Hydroxyl aus- 


zutauschen. Das Resultat waren in allen Fallen amorphe, braun 
bis schwarz gefarbte Produkte, deren Analysen darauf schliefen 
lassen, daB die Umsetzungen nicht in dem gewiinschten Sinn vor 
sich gegangen sind. Die alkalische Verseifung von Kérper VI 
iihrte zu einem thoxylfreien Produkt VIII (S. 247), dessen Analyse 
auf ein Kondensationsprodukt von je 1 Mol beider Komponenten 
‘timmt, die es aber offen lift, ob hier Pyrromethen- oder Pyrro- 
nethanstruktur vorliegt. Eine Bromierung fiihrte ebenfalls zu 
keinen einheitlichen Produkten. Auch eine Krystallisation war 
ucht zu erzwingen. Weiterhin wurde Aldehyd II mit 2,4-Di- 
methyl-3-acetyl-pyrrol in Alkohol zu einem bimolekularen Kérper 
kondensiert, der sich im Gegensatz zu den oben erwihnten Kérpern 
durch gute Krystallisationsfiahigkeit auszeichnet. Analyse und 
liskuinagonichwbestiaamune stimmen gut auf das Pyrromethan IX, 
vomit auch die Farblosigkeit und das Unvermégen, mit Halogen- 
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OCH, HC; —COCH, 


' ria aia ICH, 
NH 

wasserstoffsiuren a zu geben, iibereinstimmt. Kine Verseifung 
der a-standigen Carbithoxygruppe konnte nicht durchgefiihy; 
werden und ebensowenig gelang eine Oxydation des Pyrro. 
methans zum Pyrromethen. Dagegen wurde mit Hydroxylamin. 
hydrochlorid das Dioxim des Pyrromethans erhalten, das sich dur¢ 
leichte Léslichkeit in Ather und Alkalien auszeichnet (X). 














IX 


H aa 


NOH NOH 
VA 
H,C,——C- CH, H, c;—¢: CH, 
x | | | 
H,C,00C_ > on, 
NH NH 


Sehr interessant verlief die Kondensation von Aldehyd |] 
mit 2,4-Dimethyl-3-athyl-pyrrol in Alkohol. Wihrend, wie schon 
friiher ausgefiihrt, mit Bromwasserstofisiure das Pyrromethen- 
hydrobromid IV entsteht, wird in Methylalkohol allein bei — 10! 
ein farbloser Kérper erhalten, dessen Analyse ausgezeichnet au! 
das Carbinol XI des oo ee IV stimmt. 





XI } | 
oe | — a 
NH NH 


Spuren von Mineralsiuren lassen sofort das Pyrromethen- 
hydrobromid IV entstehen. Wird obiger Kérper XI mit Hydroxyl- 
aminhydrochlorid behandelt, so erhalt man ein Ketoxim, das 
sich nach Zusatz von Bromwasserstoffsiure durch Mischschmel- 
punkt mit Kérper V als identisch erwies. Auch hier ist die Re- 
duktion durch Einwirkung von Hydroxylamin hervorgerufen. 

Nachdem alle Versuche mit Hilfe von Aldehyd IT zu den 
gewiinschten Oxy- bzw. Methoxy-pyrromethenen zu gelangen fell- 
gegangen waren, wurde zuniachst das 2,4-Dimethyl-3-acetyl-pyrrol 
herangezogen. Dieses wurde mit der 5-Brom-3-methyl-2-formy!- 
pyrrol-4-propionsaure zum 5-Brom-3, 3’, 5’-trimethyl-4’-acetyl-pyrro- 
methen-4-propionsdure-hydrobromid kondensiert, das schon friiher 
von H. Fischer und H. Beyer’) auf einem anderen Wege ge- 
wonnen wurde (XII). 


') H. Beyer, Diss. Technische Hochschule Miinchen 1930. 
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eee . HC een 
XII | 
Br cH ) CH, 


a 
NH N-HBr 


Mit Silberacetat umgesetzt wurde in glatter Reaktion die 
5-Oxy-3, 3’-5’-trimethyl-4’-acetyl-pyrromethen-4-propionsiiure (XII) 
erhalten. 

HOOC-H,C-H,C ; CH,——,COCH, 


XIII —=CH—-____— gg 


NH 

Der gleiche Korper entsteht auch bei der Behandlung 
von Brom-pyrromethen (XII) mit 10°/,igem Natriummethylat 
im Bombenrohr bei 180°; doch war die Ausbeute viel schlechter. 
Bei der Veresterung von Oxy-pyrromethen XIII mit Diazomethan 


HOW ae 
N 


| pildet sich der in hellgelben Tafeln krystallisierte Oxy-pyrromethen- 
ester XIV, der im Gegensatz zum freien Oxy-pyrromethen XIII 
' in allen Lésungsmitteln leicht léslich ist. 


H,COOC-H,C-H,C 
al #0 | i _ cn 
a af s “ae 
N NH 
Setzt man Brom-pyrromethen-hydrobromid XII mit 10°/, igem 
methylalkoholischem Kali am Wasserbad um, so erhilt man 
die 5-Methoxy - 3,3’, 5’- trimethyl - 4’- acetyl - pyrromethen-4-propion- 
siure (XV). 


CH, H,C——,COCH, 





ric Tit H,C;——,COCH, 
XV | 
HCO, = 0a——__Jcn, 

N NH 


Ferner wurde 2,4-Dimethyl-3-methoxyacetyl-pyrrol mit 
3-Methyl-2-formyl-pyrrol-4-propionsiure und 5-Brom-3-methyl- 
2-formyl-pyrrol-4-propionsiiure zu folgenden Pyrro- bzw. Brom- 
pyrromethenen kondensiert: 

1. 3,3’,5’- Trimethyl-4’-(¢-methoxyacety])- pyrromethen - 4-pro- 
pionsdure-hydrobromid (XVI). 

2. 5-Brom-3,3’,5’-trimethyl-4’-(9-methoxyacetyl)-pyrromethen- 
4-propionsiure-hydrobromid (XVII). 


ie i H,C+——COCH,OCH, 
XVI | || 
HL )——___cH=———— CH, 


NAH 
NH N-HBr 


* Pg = CH,.CH,.COOH. 
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*PS——_CH, H,C——=COCH,0CH, 
XVII | . | 
Br} CH \_ OH, 
NH N- HBr 


* PS = CH,-CH,-COOH. 


Brom-pyrromethen-hydrobromid (XVII) konnte auch dure; 
Bromieren von Koérper XVI in Ameisensiiure erhalten werden. 
Aus Kérper XVII konnte mit Hilfe der Silberacetatreaktio, 
das entsprechende Oxypyrromethen XVIII folgender Konstitutioy 
erhalten werden: 
HOOC-H,C-H,C CH, H,C 
XVIII | | 
HOW VL CH rm CH; 
N NH 
Recht eigenartig verlief die Kondensation von 5-Bron- 
3-methyl-2-formyl-pyrrol-4-propionsiiure mit dem Ketoxim des 
2,4-Dimethyl-3-acetyl-pyrrols. Erwartet wurde ein Brom-pyrro- 
methen-hydrobromid mit 2 Atomen Brom im Molekiil. Der Analyse 
nach aber muB der Kérper noch ein drittes Atom Brom ent- 
halten, das in vélliger Analogie mit Koérper V sich nur als Hydro- 
bromid an den 3 wertigen Stickstoff des Ketoxims angelagert 
haben kann. Das Brom-pyrromethen-dihydrobromid XIX _ besitzt 
also folgende Struktur: 


——,COCH,OCH, 








HBr-NOH 
HOOC-HC,-H,C;—,CH, H,C—==C-CH, 
XIX I | " 
NH N- HBr 


Die Umsetzung von Brom-pyrromethen-dihydrebromid XI\ 
mit methylalkoholischem Kali fiihrt zu dem schon krystallisierten 
Ketoxim der 5-Methoxy -3,3’,5’-trimethyl-4’-acetyl-pyrromethen- 
4-propionsiure (XX). 





NOH 
J 
HOOC-H,C-H,C-——CH, H,C;—C- CH, 
XX = | 
H,CO”~._/ a CH; 
N NH 


Eine Absprengung des Ketoximrestes ist nicht eingetreten, 
wie auch im Verlaufe dieser Arbeit jeder Versuch Ketoxime 
alkalisch oder sauer aufzuspalten miBlang. Zur Untersuchung 
gelangten dabei die in dieser Arbeit aufgefiihrten Ketoxime von 
Pyrromethenen und Pyrromethanen sowie von Pyrrolen. Spaltungs- | 
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yersuche im Druckrohr hatten eine vollstindige Zerstérung der 
Substanz zur Folge. Die Bestaindigkeit dieser Pyrrolketoxime ist 
auffallend, denn die Oxime in der Chlorophyllreihe sowohl bei 
Phiiophorbid a wie -b und die Oxime der Oxoporphyrine lassen 
ohne gréBere Schwierigkeiten «ie Abspaltung des Oximrestes zu. 

Versuche zur Durchfiihrung der Ringsynthese von Ketoxim- 
porphin sind im Gange. 

H. Fischer und E, Adler!) haben durch Bromieren von 
Oxy-pyrromethenen bilirubinoide Farbstoffe erhalten. Diese Dar- 
stellungsmethode sollte auch auf das am bequemsten zugiingliche 
Oxy-pyrromethen XIII iibertragen werden. Leider versagte sie 
hier. Bei der Bromierung mit 1 und 2 Mol Brom entstand 
sowohl in der Kilte wie auch beim Erwiirmen am Wasserbad ein 
m- ( gut krystallisierter Kérper XXI, der bei der Behandlung mit 
des Aceton starke Entwicklung von Bromaceton zeigte. 

































reb 


100 
100 


ro. | «px CH, H,C, COCH, | | 
| |. Br 


yse XXI | | | | 
A= CH —l Jcu, | 
N NH | 
* PS = CH,-CH,-COOH. 

tat Kine Halogenbestimmung des mit Aceton behandelten Kérpers 
» libt auf den Eintritt von 1 Atom Brom in das Molekiil schlieBen, 
in dem aber die relative Stellung des Bromatoms nicht eindeutig 
festzulegen ist. Uber einen ihnlichen Fall wird von H. Fischer 
und EK. Adler?) berichtet. Versuche, das Bromierungsprodukt XXI 
mit Wasser oder Methylalkohol zu verkochen, ergaben nur un- 
pefriedigende Resultate. Nach mehrtiigigem Verkochen mit Wasser 
[X gab ein Chloroformauszug eine schwach angedeutete Gmelinsche 
el Reaktion, doch gelang es dabei nicht einen definierten Kérper 
n- zu fassen. Mit Silberacetat sowie mit methylalkoholischer Kali- 

iauge wurde der Bromkérper vollstandig zerstért. 

Weiter wurde die 3-Methyl-4-acetyl-pyrrol-5-carbonsiure und 
das 3-Methyl-4-acetyl-pyrrol niher untersucht, deren Kondensations- 
trigheit schon von H. Fischer, H. Beyer und E. Zaucker’?) 
festgestellt worden war. Auffallend ist hier die enorme Stabilitit 
dieser beiden Pyrrole, die bei vielen Versuchen unverindert iso- 

T; @ liert werden konnten, wahrend die zur Umsetzung herangezogene 
- zweite Komponente vollstiindig zerstért wurde. 


1) Diese Z. 200, 209 (1931); 210, 139 (1932). 
*) Liebigs Ann. 486, 55 (1931). 
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Auch in dieser Arbeit wurde wieder auf den 2,4-Dimethyl. 
3-acetyl-pyrrol-5-carbonsiureiithylester zuriickgegriffen als das 
Acetyl-pyrrol, das am leichtesten zuginglich ist. Uber Versuche, 
den 2,4-Dimethyl-3-acetyl-pyrrol-5-carbonsiureithylester zu bro. 
mieren, wird von H. Fischer und H. Scheyer’), sowie yon 
H. Fischer und E. Adler?) ausfiihrlich berichtet. Es konntey 
nur die dort gemachten Beobachtungen bestitigt werden. Bej 
der Bromierung von 2,4-Dimethyl-3-acetyl-pyrrol-5-carbonsiiure. 
ithylester konnte von H. Fischer und E. Adler?) ein gelbgriine; 
Kérper isoliert werden, dessen Konstitution noch nicht feststand, 
Durch Mischschmelzpunkt und Analyse erwies er sich mit dem 
von H. Fischer und J. Hirschbeck®*) bei der Bromierung yon 
2,4-Dimethy1l-3-brommethy]l-pyrrol-5-carbonsiureithylester erhal- 
tenen 3,3’-Dibrom-4,4’-dimethyl-pyrromethan-5, 5’-dicarbonsiiure- 
ithylester (XXII) als identisch. 














XXII | | booe 
H;C,00C\ VJ ae CH, “oo —\_C00C,H, 
NH NH 


Nachdem es also nicht méglich war ein Bilirubinoid aus 
Acetylpyrrolen aufzubauen, lag es nahe analog der Himinsynthese 
ein Deuterobilirubin zu synthetisieren und durch sekundiire 
Einfiihrung von Acetylgruppen ein Acetylbilirubin zu _ erhalten. 
Als Ausgangsmaterial hierzu kam das f-Methyl- und das f-Athyl- 
pyrrol in Frage. (#-Methylpyrrol wurde zuerst von Piloty und 
Hirsch‘) in schlechter Ausbeute gewonnen. Sie wurde bedeutend 
erhéht, als die Absprengung der 2 Carboxylgruppen aus dem 
3-Methyl - pyrrol- 5 -carbonsiure - 4 -carbonsiure-iathylester nach 
H. Fischer, H.Beller und A.Stern®) in alkalischem Medium vor- 
genommen wurde. $-Methylpyrrol kondensiert in guter Ausbeute mit 
der 5-Brom-3-methy]-2-formyl-pyrrol-4-propionsaéure zum 5-Brom- 
3, 3’-dimethyl-pyrromethen-4-propionsiurehydrobromid (XXIII). 


xsi CI r 
an, a aes Ci=—————.__/H 
NH N-HBr 


Mit methylalkoholischer Kalilauge umgesetzt, erhilt man i 
sehr guter Ausbeute die 5-Methoxy-3,3’-dimethyl-pyrromethen- 
4-propionsiure (XXIV). 





) Liebigs Ann. 434, 237 (1926). *) Diese Z. 210, 139 (1932). 
3) Diss. Technische Hochschule Miinchen 1933. 
*) Liebigs Ann. 395, 70 (1912). 5) Ber. chem. Ges. 61, 1074 (1925). 
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seiaiaiaaieniss TE ti t-— Es 


H,CO. cH ou 
N NH 

Der Methylither XXIV besitzt einen Schmelzpunkt von 161° 
und wird aus Ather in groBen derben Krystallen erhalten. Mit 
Gmelins Reagens tritt langsam Aufoxydation ohne Spektralbefund 
ein. Mit Ehrlichs Reagens tritt beim Erwirmen Griinfairbung 
ein, wobei spektroskopisch neben der Endabsorption ein Streifen 
in Rot zu beobachten ist. Die Ausbeute an Methylither XXIV 
hing in groBem MaBe von der Reinheit des Ausgangsmaterials 
XXIII ab. Aus reinen Produkten konnte der Methylaither in 
s0—90°/, iger Ausbeute erhalten werden. Brompyrromethen-hydro- 
bromid XXIII und Methoxy-pyrromethen XXV sind sogenannte 
,Niesmethene“, deren gemeinsames Merkmal die freie 8-Stellung ist. 


Mit Formaldehyd und konzentrierter Salzsiure laBt sich 
Methylither XXIV in guter Ausbeute zum Dihydrochlorid des 
Deuterobilirubin-dimethylithers III y kondensieren, das nicht zur 
Krystallisation gebracht werden konnte. Dagegen gelang es durch 
Veresterung mit Diazomethan den Dimethylester des Diithers 
zu erhalten, der aus Chloroform—Methylalkohol in prichtigen hell- 
velben Stiibchen vom Schmelzp. 113° erhalten wurde (XXY). 


*PS——CH, H,C;—H 4 CH, _H,C===Ps* 
| | | | | 
HCO. /——cH—_}—_cu, —\_ cH oon, 
N 


N NH XXV WH 
* PS = CH,-CH,-COOCH,. 


Die Gmelinsche Reaktion ist sowohl fiir den Deuterobili- 
rubin-dimethylather III y, wie fiir das Dihydrochlorid positiv. Sie 
geht auch hier, wie bei den Diithern von Bilirubinoiden immer 
beobachtet wurde, nur bis zur Griinstufe, wo sie stehen bleibt. 
In der Griinphase tritt dabei neben der Endabsorption ein 
schwacher Streifen in Griin auf. 


Ebenso glatt wie mit #-Methylpyrrol verlief die Kondensation 
von f-Athylpyrrol mit 5-Brom-3-methy]-2-formyl-pyrrol-4-propion- 
siure, wobei das 5-Brom-3-methyl-3’-ithyl-pyrromethen-4-propion- 
siure-hydrobromid (XXVI) erhalten wurde. 


HOOC-H,C-H, CH, 10H 
XXVI TI | 


B << ee CH: : a SZ 
NH N-HBr 


XXIV 
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Mit methylalkoholischem Kali wurde die 5-Methoxy-3-methy)- 


3’-iithyl-pyrromethen-4-propionsiure gewonnen (XXVII). 
HOOC-H,C-H,C-——CH, oy 
r. 1 


H,CO J =a 


N NH 

Diese zeigt die gleichen Eigenschaften wie Methoxy-pyrro- 
methen XXIV; leichte Léslichkeit in den gebriiuchlichsten Lisungs- 
mitteln, Griinfarbung beim Erwirmen mit Ehrlichs Reagens, 
wobei hier neben der Endabsorption in Blau 2 Streifen in Orange 
und im Griin gemessen werden konnten. Mit Formaldehyd und 
Salzsiure entstand auch hier eine Bilirubinoid und zwar das 
Dihydrochlorid des Athyl-deuterobilirubin-dimethylathers II y. 
Mit Diazomethan erhélt man den Diester XXVIII des Diathers, 
der bei 282—285° unscharf schmilzt. 





XXVII 








“PS CH, I H— GH, HAC Ps ; 
‘ | es : ™" | | v 
HCO. ——cH—{ }—_cu,_|_}- —cn—\_ oon, 
N NH XXVIII NH N 


* P§ = CH,-CH,-COOCH, . 


Der Diester des Diithers XXVIII ist in Ather und Chloro- 
form leicht léslich, in Methylalkohol allein sehr schwer, eine 
Beobachtung, die bei allen Diestern von methoxylierten Biliruhi- 
noiden gemacht wurde. Gmelins Reagens bleibt auch hier in 
der Griinphase stehen, die Spektralerscheinungen dabei sind denen 
des Diesters des Deuterobilirubin-dimethylithers HI y ahnlich. Bei 
Koérper XXVIII ist die relative Stellung der beiden Athylgruppen 
nicht sicher, da es nicht feststeht, ob die Kondensation des f-Athy]- 
pyrrols zum Pyrromethen unter der Athylgruppe vor sich ge- 
gangen ist, wie hier angenommen wird. Ein Konstitutionsbeweis 
hierzu soll nachgeholt werden. Ebenso soll jetzt eine Kinfiihrung 
der Acetylgruppe in die freien f-Stellungen in Angriff genommen 
werden, sobald das nétige Material zur Verfiigung steht. 

Im Verlaufe dieser Arbeit konnten noch einige bilirubinoide 
Farbstofie synthetisiert werden. Uber Synthesen von isomeren 
Koprobilirubinoiden wird von H. Fischer und E. Adler?) sowie 
von H. Fischer und J. Aschenbrenner’) berichtet. Fiir die Syn- 
these von Koprobilirubin-dimethyléther tly war das 5-Brom-3,3’-di- 
methyl - pyrromethen - 4, 4’- dipropionsiure - hydrobromid (XXIX) 


1) a. a. O. 
*) Diese Z, 229, 71 (1934). 
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notig, das durch Kondensation von 5-Brom-3-methyl-2-formyl- 
pyrrol-4-propionsdiure mit 3-Methyl-pyrrol-4-propionsaure erhalten 
werden konnte. 


oe bai —CH,-CH,- COOH 
XXIX | | | 
BX) —__cH=——\_, H 

NH N-HBr 


Die Umsetzung von Brom-pyrromethen-hydrobromid XXIX 
wit 10°/,igem methylalkoholischem Kali fiihrt zur 5-Methoxy- 
3,3’- dimethyl - pyrromethen - 4, 4’-dipropionsiure (XXX), die sich 
ebenso wie alle anderen hier aufgefiihrten Methoxy-pyrromethene 
durch leichte Lislichkeit in Ather und groBe Krystallisations- 
freudigkeit auszeichnet. 


HOOC-H,C-H,C-—CH, H,C,—,CH, CH, -COOH 


| | 





XXX | | 
H,COW /=-=CH——__ JH 
N NH 

Mit Ehrlichs Reagens tritt beim Erwirmen Griinfirbung 
ohne typischen Spektralbefund auf. Die Gmelinsche Reaktion 
ist negativ. Auch hier war die Ausbeute an Methoxy-pyrro- 
methen XXX in hohem Ma8e von der Reinheit des zur Umsetzung 
celangten Brom-pyrromethen-hydrobromids XXIX abhingig. 

Methoxy-pyrromethen XXX _ fiihrt mit Formaldehyd und 
Salzsiure zu einem neuen isomeren Dimethoxy-koprobilirubin, 
nimlich zum Dihydrochlorid des Koprobilirubin-dimethylithers Il y 
(XXXI). 


* - - H,C Ty * * an i H,C———=Ps* 
H,CO —-CH- ot — CH,— [ Co (= 


N-HCl NH XXXI NH N-HCl 


* PS = CH,-CH,-COOH.  * PS = CH,-CH,-COOCH, = XXXII. 





Mit Diazomethan sowie mit Methylalkohol—Chlorwasserstoft- 
siiure geht dieser Farbstoff in den entsprechenden Tetramethyl- 
ester XX XII (S.255) iiber. Wahrend beim Dihydrochlorid des Kopro- 
bilirubin-dimethylithers Ily wegen seiner Schwerldéslichkeit in 
Chloroform die Gmelinsche Reaktion nicht deutlich sichtbar zu 
machen ist, gibt die Chloroformlésung des Tetramethylesters 
positive Gmelinsche Reaktion, d.h. sie geht bis zur griinen 
Phase, wie dies fiir alle methoxylierten Bilirubinoide charakte- 
ristisch ist. Dabei war ein schwaches 2 bandiges Spektrum in 
Rot zu beobachten. 
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Weiter wurde ein neues Iso-mesobilirubin synthetisiert und 
zwar der Mesobilirubin-dimethylither II] vy. Als Ausgangsmaterig] 
diente wiederum die 5-Brom-3-methyl-2-formyl-pyrrol-4-propion- 
siure, die mit 3-Methyl-4-ithyl-pyrrol zum 5-Brom-3,3’-dimethy|. 
4’-athyl-pyrromethen - 4 - propionsiiure - hydrobromid kondensiert 
wurde (XXXII). 


HOOC-H,C-H,C,——CH, H,C——C,H, 
XXXII | | | | | 
Br) -CH————_ i 
NH N-HBr 


Der Austausch von Brom gegen Methoxyl mit methylalkoho- 
lischem Kali fiihrte hier in entsprechender Weise zur 5-Methoxy- 
3,3’-dimethyl-4’-ithyl-pyrromethen-4-propionsiure (XXXIV). 


HOOC.H,C-H,C-—CH, H,C_— C,H, 
XXXIV | ; | 
H,COW = CH————_{_)H 
N NH 


Der Methylither XXXIV ist in Ather leicht léslich und 
schmilzt bei 144° Mit Ehrlichs Reagens tritt in der Hitze 
ebenfalls Griinfiirbung ohne typischen Spektralbefund auf. Mit 
Formaldehyd und Salzsiure geht Methylither XXXIV in den 
symmetrisch gebauten Dimethylither des Mesobilirubins III ; 
itiber, der aus Methylalkohol umkrystallisiert in schénen karmin- 
roten Stibchen erhalten wurde (XXXV). 


*Ppg— cH, os ie 
H,co, ——on——l|_||_ _cn, LL j}—a— a ace, 
N-HCl NH XXXV NH N-HC! 
* PS = CH,-CH,-COOH. 

Mit Pyridin konnte daraus die freie Base in Form von hell- 
gelben Blattchen erhalten werden, die bei 212° schmelzen (XXXVI, 
S. 256). Mit Diazomethan wurde der Dimethylester des Diiithers 
(XXXVIa, S. 256) gewonnen, der Ather in prachtigen gelben Stiib- 
chen vom Schmelzp. 164° krystallisiert. 

Fiir den Mesobilirubin-dimethylither [[ly, das Dihydro- 
chlorid und den Diester, ist die Gmelinsche Reaktion positiy. 
Sie verliuft bei allen drei Kérpern gleich, als sie immer in der 
Griinphase stehen bleibt, wobei spektroskopisch ein dreibandiges 
Spektrum festzustellen ist. Wird Gmelins Reagens im Uberschul 
zugefiigt, so werden alle Phasen der Gmelinschen Reaktion 
durchlaufen, was auf eine Verseifung der beiden Methoxygruppen 
des Bilirubinoids zuriickzufiihren ist. 


CH, H,C=——=Ps’ 
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Weiterhin wurde 5- Brom -3-methyl-4-iathyl-2-formyl]-pyrrol 


- pit 2,4-Dimethyl-pyrrol-3-carbonsiureithylester zum 5-Brom- 


4, 3’, 5’- trimethyl - 3 - athyl - pyrromethen - 4’ - carbonsiureiithylester- 


: hydrobromid (XXXVIT) kondensiert. 





4,O;—0.8, H,C——C000,H, 
XXXVI | | | 
Bt )_—___cH————|._Jou, 
Ni 


N-Hbr 
Obiges Pyrromethen XXXVII soll durch Porphyrinschmelze 


' mit Pyrromethen XII in ein Porphyrin vom Typ des Oxo-rhodo- 


porphyrins uibergefiihrt werden. ’) 
Kine Kondensation von 5-Brom-3-methyl-2-formyl-pyrrol- 
4-propionsiure und 2,4-Dimethyl-pyrrol fihrt zum 5-Brom- 


3,3, 5’- trimethyl - pyrromethen - 4 - propionséuremethylester - hydro - 


bromid (XX XVIII). 
H,COOC-H,C-H,C 





Br 


CH, a 


= \ 7 CH, 

NH N- HBr 
Durch Umsetzung des Brom-pyrromethens XXXVIII mit 
10°/, igem methylalkoholischem Kali unter Zusatz von etwas 
Wasser wurde nicht — wie erwartet — der Methylather, sondern 
die Oxyverbindung des Brom-pyrromethens XX XVIII gewonnen, 


| nimlich die 5 - Oxy - 3, 3’, 5’- trimethyl - pyrromethen - 4 - propion- 


siure (XX XIX), 
HOOC.H,C-H,C———CH, ne —§ 2 


a ga 
N NH 
Dieses Oxymethen soll noch einer niiheren Bearbeitung unter- 
zogen werden, ebenso das 5-Brom-3,3’-dimethyl-pyrromethen-4'- 
carbonsauredthylester-4-propionsaure-hydrobromid (XL), das durch 
Kondensation von 5-Brom-3-methyl-2-formyl-pyrrol-4-propionsiure 
mit 2-Methyl-pyrrol-3-carbonsiureiithylester zugiinglich ist. 











XXXATX 
HO 





HOOC-H,C-H,C;— on | COOC,H, 
XL | | | 
B a, S —CH———— “ZH 
NH N-HBr 


Kine weitere Kondensation von 3-Methyl-2-formyl]-pyrrol- 
4-carbonsiiture mit 3-Methyl-pyrrol-4-propionsiure fiihrte zum 


1) H. Fischer, J. Riedmair u. J. Hasenkamp, Liebigs Ann. 408, 
224 (1934). 
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3, 3’- Dimethyl-pyrromethen - 4- carbonsiiure-4’- propionsiure-hy dro- 


bromid (XLI). 


HOOC,——,CH, H,C—— CH, -CH,-COOH 
ie | | 
HL _}}____co—-—._ H 
NH N-HBr 


Die Untersuchung wird fortgesetzt. 


Versuche. 


4-Methyl-2-formyl-3-acetyl-pyrrol-5-carbonsaure (I). 2 g 4-Methy. 
2-formy]-3-acetyl-pyrrol-5-carbonsiureiithylester werden in wenig Athy!- 
alkohol gelést und mit einer Lésung von 1,6 g Atznatron in 20 cem Wasser 
1—11/, Stunden am Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen fillt man die 
Sdure bei — 5° mit verdiinnter Salzsiiure aus. Nach dem Abfiltrieren wird 
das gelbe Produkt zuerst auf Ton und dann im Vakuumexsiccator iiber 
Aiznatron getrocknet. Man erhiilt so ein hell- bis dunkelgelbes Pulver, das 
bis 360° keine Schmelze zeigt. 


6,585 mg Subst. (bei 70° i. Hochv. getr.): 13,545 mg CO,, 2,865 mg 
H,O. — 4,000 mg Subst.: 0,255 cem N, (19°, 720 mm). — 5,190 mg Subst.: 
kein AgJ. 

C,H,NO, (195,07) Ber. C 55,39 H 4,65 N 7,18 
Gef. ,, 56,10 ,, 4,87  ,, 7,06. 


Mono-phenylhydrazon der 4-Methyl -2- formyl -3-acetyl-pyrrol- 
5-carbonsaure. 1 g 4-Methyl-2-formyl-3-acetyl-pyrrol-5-carbonsiure wird 
in absolutem Athylalkohol gelost und mit 2 g Phenylhydrazin versetzt. Das 
Reaktionsprodukt fallt sofort in roten Nadeln aus, Zur Vervollstindigung 
der Reaktion kocht man noch 2Stunden weiter. Nach dem Umkrystalli- 
sieren aus Athylalkohol hat der Kérper einen Schmelzpunkt von 240°. 


3,570 mg Subst. (bei 60° i. Hochy. getr.): 6,456 cem Ny (19°, 719 mm). 
C,;H,;N,O, (285,12) Ber. N 14,74 
Gef. ,, 14,13. 
Diphenylhydrazon der 4-Methyl-2-formyl-3-acetyl-pyrrol-5-car- 
bonsaure. 1 g 4-Methyl-2-formyl-3-acetyl-pyrrol-5-carbonsiure wird in 
absolutem Alkohol gelést und im Bombenrohr mit etwa 6 Mol Pheny!- 
hydrazin 2 Stunden auf 130° erhitzt. Rotbraunes Pulver vom Schmelz- 
punkt 220°. 
3,115 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 0,493 cem N, (20°, 711 mm). 
C,,H»,N.O, (375,16) Ber. N 18,68 
Gef. ,, 17,25. 
Kondensation von 4-Methyl -2-formyl-3-acetyl-pyrrol-5-carbon- 
saureathylester mit Cyanessigester. 1 g 4-Methyl-2-formy1-3-acetyl-pyrrol- 


5-carbonsiureithylester wird in wenig absolutem Athylalkohol gelést und | 


mit 2g Cyanessigester versetzt. Nach Zusatz einiger Kérnchen Methyl- 
amin-hydrochlorid und der gleichen Menge Natriumbicarbonat lift man 
3 Tage stehen. Das Kondensationsprodukt fillt in langen hellgelben Nadeln 
aus, deren Schmelzpunkt bei 127° liegt. 
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dro. 4,118 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 9,085 mg CO,, 2,165 mg H,0. 
5,130 mg Subst.: 0,405 cem N, (20°, 708 mm). 
C,.H,,N.O,; (318,14) Ber. C 60,36 H 5,70 N 8,81 
Gef. ,, 60,17 ,, 5,88 ,, 8,58. 


Kondensation von 4-Methyl-2-formyl-3-acetyl-pyrrol-5-carbon- 
siureathylester mit Malodinitril. Darstellung wie oben. Zur Analyse 
wurde aus Athylalkohol umkrystallisiert, woraus das Kondensationsprodukt 
in sch6nen dunkelgelben Nadeln vom Schmelzp. 96° erhalten wurde. 


4,806 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 10,940 mg CO,, 2,185 mg H,O. — 
327 mg Subst.: 0,607 cem N, (19°, 710 mm). 
C.,H,sN,05 (271,10) Ber. C 61,97 H 4,883 N 15,50 
Gef. ,, 62,08 ,, 4,97 ,, 15,84. 


die 4,3’, 5’- Trimethy1-3-acetyl-pyrromethen-5-carbonsaureathylester- 
ird | 4’ propionsaure-hydrobromid (III). 2,2¢ 4-Methyl-2-formy]-3-acetyl-pyrrol- 
ber | 5- carbonsiureithylester und 1,7 g 2,4-Dimethyl-pyrro!-3-propionsiiure werden 
das | mit 5 eem Athylalkohol verrieben und auf dem Wasserbad erwirmt bis 
alles gelést ist. Nun packt man in Eis—Kochsalzmischung und gibt 3 cem 
me | eisgekiihlte 48°/, ige Bromwasserstoffsiiure zu. Man erhilt so eine dunkel- 
st.: | braun aussehende Schmiere, die nach */, Stunde mit 10 cem Athylalkohol 
verdiinnt und schlieBlich mit 50 ecem bee versetzt wird. Beim Reiben und 
nach lingerem Stehen krystallisiert das Pyrromethen-hydrobromid aus. Um- 
krystallisieren aus Athylalkohol. Lange, oft biischelférmig verwachsene 
Nadeln, die sich bei 180° griin fiirben und bei 220° unscharf unter Zer- 
setzung schmelzen. 

as 5,175 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 10,030 mg CO,, 2,655 mg H,O. — 
ng | 3,065mg Subst.: 0,183 cem N, (20°, 722mm). — 5,090mg Subst. : 2,160 mg AgBr. 
lli- C.oH.,N,O;Br (453,1) Ber. C 52,97 H 5,56 N 6,18 Br 17,63 
Gef. ,, 52,86 ,, 5,74 ,, 6,51 ,, 18,06. 


mn). 4,3’, 5’-T. methyl -4’- athyl -3-acetyl-pyrromethen-5-carbonsaure- 
athylester-hydrobromid (IV). 2,2 g 4-Methyl-2-formy]-3-acety]-pyrrol- 
ie —_er (II) und 1,2 g 2,4-Dimethyl-3-ithyl-pyrrol werden 
unter Eiskthlung mit 5 cem Methylalkohol angertihrt. Nach kurzer Zeit er- 
starrt alles zu einem weiBen Krystallbrei. Nun setzt man 3 cem eisgekiihlte 
45°/, ige Bromwasserstoftsiure tropfenweise zu, wobei die zuerst entstandene 
Carbinolbase des Pyrromethens mit tiefroter Farbe in Lésung geht und das 
Pyrromethen-hydrobromid nach kurzem Reiben in roten Nadeln auskrystalli- 
siert. Nach 1 stiindigem Stehen nimmt man mit 10 ccm Athylalkohol auf 
und fillt das Pyrromethen-hydrobromid mit Ather vollstindig aus. Zur 
Analyse wurde es aus Eisessig umkrystallisiert. Lange gelbgriine Nadeln, 
die bei 258° unter Zersetzung schmelzen. 
2 4,540 mg Subst. (bei 75° i. V. getr.): 9,290 mg CO,, 2,530 mg H,0. 
l- § 4,395mg Subst.: 0,283 cem N, (22°, 726mm). — 4,805 mg Subst.: 2,190 mg Aa. 
id § C,,H,,N,0,Br (409,1) Ber. C 55,63 H 6,16 N 6,85 Br 19,52 
T Gef. ,, 55,81 ,, 6,24 ,, 712 5, 19,40. 
Pikrat von 4,3’, 5’-Trimethyl -4’-athyl-3-acetyl-pyrromethen- 
9- carbonsaureathylester- hydrobromid. Pyrromethen- hydrobromid (IV) 
wird dureh Liésen in Athylalkohol mit verdiinntem Ammoniak in die freie 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXT. 17 
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Base iibergefiihrt und deren Lésung in Athylalkohol kurz mit einer alko. 
holischen Lésung von Pikrinsiiure aufgekocht. Das Pikrat fallt sofort aus, 
“ur Analyse aus Eisessig umkrystallisiert, erhilt man es in gelben wetz. 
steinformigen Krystallen vom Schmelzp. 200°. 


4,308 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 8,755 mg CO,, 1,730 mg H,0. 
- 4,159 mg Subst.: 0,489 cem N, (21°, 720 mm). 
C,,H,,N,0, (539,2) Ber. © 55,73 H 4,67 N 12,99 
Gef. ,, 55,48 ,, 4,49 ,, 12,91. 


Umsetzung von 4,3’,5’-Trimethyl-4’-athyl-3-acetyl-pyrromethen. 
5-carbonsaureathylester-hydrobromid mit Hydroxylamin-hydro. 
chlorid (V). 1g Pyrromethen-hydrobromid (IV) wird in wenig Athylalkoho! 
gelést und mit einer mittels Soda neutralisierten wiBrigen Lésung von 1, 
Hydroxylamin-bydrochlorid versetzt. Es tritt eine momentane Entfirbung 
des roten Pyrromethen-hydrobromids ein. Zur Vervollstiindigung der Reak. 
tion wird noch 1 Stunde am Wasserbad gekocht und nach dem Abkiihlen 
das Reaktionsprodukt mit Wasser vollstindig ausgefallt. Beilsteinsche 
Reaktion stark positiv. Zur Analyse wird aus Athylalkohol unter Zusat: 
von einigen Tropfen 48°/, iger Bromwasserstofisiiure umkrystallisiert und 
daraus das Pyrromethan-hydrobromid (V) in langen weiBen Nadeln vom 
Schmelzp. 260° erhalten. 


4,008 mg Subst. (bei 85° i. Hochvy. getr.): 7,840 mg CO,, 2,220 mg H,0. 
— 3,755 mg Subst.: 0,321 cem N, (22°, 718 mm). — 4,682 mg Subst.: 
2,035 mg AgBr. 
C,,H,,N,0,Br (426,1) Ber. C 53,51 H 6,62 N 9,58 Br 18,75 
Gef. ,, 53,85 ,, 6,20 ,, 9,44 » 18,50. 


Verseifung des Ketoxims von 4,3’,5’-Trimethyl-4’-athy1-3-acetyl. 
pyrromethan-5- carbonsduredthylester- hydrobromid. 50mg obiges Pyrro- 
methan-hydrobromid (V) werden in wenig Athylalkohol gelést und mit 3 bis 
4 ccm 109/,i iger Natronlauge 3 Stunden am Wasserbad verseift. Man dampftt 
den Alkohol ab, filtriert vom Ungeldsten und siiuert mit 50°/,iger Essigsiiure 
an, worauf die Methancarbonsiure in langen, oft biischelférmig verwachsenen, 
farblosen Nadeln zu krystallisieren — Zur Analyse wird aus Eisessig 
unter Zusatz von einigen Tropfen 48°/,iger Bromwasserstoffsiure un- 
krystallisiert. Beilsteinsche Halogenprobe positiv. Schmelzp. 229° unter 
Decarboxylierung. Die Substanz war der Analyse nach ithoxylfrei. 


3,717 mg Subst. (bei 90° i. Hochv. getr.): 0,299 cem N, (24°, 720 mm). — 
4,482 mg Subst.: 3,525 mg AgBr. 
C,,H,,N,0,Br, (478,0) Ber. N 8,81 Br 33,59 
Gef. ,, 8,75 ,, 38,47. 


Kondensation von 4-Methyl-2-formyl-3-acetyl-pyrrol-5-carbon- 
saureathylester mit 3-Methyl-pyrrol-4-propionsaure (VI). 2,2 ¢ 
4- Methyl - 2 - formyl- 3 -acetyl- pyrrol-5-carbonsiiureithylester (II) und 1,5¢ 
3-Methyl-pyrrol-4-propionsiiure werden mit 83—4 eem absolutem Athy!- 
alkohol verrieben. Nach kurzer Zeit tritt unter Liésung und Selbsi- 
erwirmung auf etwa 35—40° Reaktion ein. Das braunrot gefirbte Reak 
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tionsgemisch wird nach 1 Stunde vorsichtig mit Ather versetzt und ab- 
filtriert. Hellbraunes amorphes Pulver, das sich bei 200° dunkel firbt und 
ab 232° zu zersetzen beginnt. 


5,510 mg Subst. (bei 80° i. Hochy. getr.): 12,395 mg CO,, 3,101 mg H,O 
— 3,410 mg Subst.: 0,246 cem Ny, (22°, 719 mm). — 3,860 mg Subst.. 
2,190 mg Agu. 


C,oHyN.0, (358,17) Ber. C 63,65 H 619 N 7,82 OC,H; 10,88 


7 
(oH,,N,O, (876,18) Ber. C 63,30 H 6,71 N 7,78 OC,H, 12,56 
7,90 10,88. 


Gef. ,, 61,85 ,, 6,11 


Bromierung des Kondensationsproduktes aus 4-Methyl-2-formy]l- 
3-acetyl-pyrrol-5-carbonsaureathylester mit 3-Methyl-pyrrol-4-pro- 
pionsaure (VII). 1g Kondensationsprodukt (VI) wird mit 5 cem 100°/,iger 
Ameisensiiure angeriihrt und mit 2 Mol Brom langsam bromiert. Der Brom- 
kérper (VII) fallt als eine schmierige, violett gefiirbte Masse aus. Man er- 
wirmt noch 5 Minuten im Wasserbad bei 70° und lift mehrere Stunden 
stehen. Durch EingieBen in kaltes Wasser erhilt man den Bromkérper als 
ein violett gefirbtes griesliges Produkt. Zur Analyse wurde einige Male 
aus Pyridin-Ather umgefiillt. Violettes amorphes Pulver, das bis 350° 
nicht schmilzt. 


4,585 mg Subst. (bei 100° i. Hochv. getr.): 8,740 mg CO,, 1,940 mg 


H,O. — 4,315 mg Subst.: 0,262 ccm N, (16°, 726 mm). — 3,890 mg Subst.: 


1,625 mg AgBr. 
C,,H,,N,O;Br (437,1) Ber. OC 52,16 H 4,84 N 6,41 Br 18,28 
Gef. ,, 51,99 ,, 4,74 ,,685 ., 17,78. 


Verseifung des Kondensationsproduktes aus 4-Methyl-2-formy]l- 
3-acetyl-pyrrol-5-carbonsaureathylester und 3-Methyl-pyrrol-4-pro- 
pionsaure (VIII). 1g Kondensationsprodukt (VI) wird mit einer Lésung 
von 1 g Atznatron in 12 ccm Wasser 2 Stunden am Wasserbad verseift. 
Nach dem Erkalten fillt man die Siure (VIII) mit verdiinnter Salzsiure 


_ als dunkelrotes amorphes Pulver aus. Sehr schwer léslich in allen Lésungs- 

| mitteln. Bis 350° kein Schmelzpunkt. Zur Analyse wurde der Kérper 

| einige Male aus Pyridin-Ather umgefillt. Die Analyse spricht hier fiir ein 

_ Kondensationsprodukt aus je 1 Mol der beiden Pyrrole unter Austritt von 
! Mol Wasser. 


5,245 mg Subst. (bei 85° i. Hochy. getr.): 11,980 mg CO,, 2,615 mg 
H,0. — 3,045 mg Subst.: 0,240 cem N, (21°, 725 mm). 


C,,H,,N,O; (330,14) Ber. C 61,80 H5,50 N 8,49 
Gef. ,, 62,29 ,, 5,58 ,, 8,72. 


Kondensation von 4-Methyl-2-formyl]-3-acetyl-pyrrol-5-carbon- 


'~“sauredthylester mit 2,4-Dimethyl-3-acetyl-pyrrol (IX). 1,4 g 2,4-Di- 
methyl-3-acetyl-pyrrol und 2,2 g 4-Methyl-2-formy]-3-acetyl-pyrrol-5-carbon- 
| siureithylester werden mit 20 ccm Sprit einige Minuten gekocht. Nach 
'anfiinglicher Lésung erstarrt alles plétzlich zu einem weiSen Krystallbrei. 
' Aus Aceton zur Analyse umkrystallisiert, erhilt man das Kondensations- 
_ produkt (IX) in farblosen Stibchen vom Schmelzp. 229°. 


it” 
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Molekulargewichtsbestimmung nach Rast: 
0,0210 g Subst.: 0,2110 g Campher; 11° Depression. 
C,,Ha,N,0,4 Mol.-Gew. Ber. 344,2 Gef. 361,0. 


5,531 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 13,395 mg CO,, 3,450 mg H,0,.~ 


5,042 mg Subst.: 12,185 mg CO,, 3,210 mg H,O. — 18,34 mg Subst; 
1,376 cem Ng (19°, 729 mm). 
C,,H.,N,O, (844,2) Ber. C 66,24 H 7,02 N 8,14 


Gef. ,, 65,91, 66,05 ,, 7,12, 6,98 ,, 8,26. 


Oximierung des Kondensationsproduktes aus 4-Methyl-2-for. 
myl-3-acetyl-pyrrol-5-carbonsaureathylester und 2,4- Dimethyl. 
3-acetyl-pyrrol (X). 500 mg Kondensationsprodukt (LX) werden in 20 cen 
Athylalkohol hei gelést und mit einer mittels Soda neutralisierten wii. 
rigen Loésung von 1,5 g Hydroxylamin-hydrochlorid einige Stunden gekochi, 
Nach Abdampfen des Alkohols hinterbleibt ein gelbes Ol, das durch Ei. 
gieBen in Wasser erstarrt. Zur Analyse wurde aus Ather-Petrolither Uti: 
krystallisiert. Feine Nadeln, die sich ab 159° zersetzen und bei 21% 
schmelzen. 


5,737 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 12,665 mg CO,, 3,625 mg H,0.- 
3,508 mg Subst.: 0,473 cem N, (25°, 719 mm). 


C,>H..N,O, (874,2) Ber. C 60,93 H17,00 N 14,97 
Gef. » 60,21 1,07 , 14,61. 


Kondensation von ee ee ee 
saureathylester mit 2,4-Dimethyl-3-athyl-pyrrol in Alkohol (X! 
2,2 ¢ 4-Methyl-2-formy]-3- “acetyl- pyrrol-5-carbonsdureiithylester (II) und 1,2 
2,4- Dimethy] - 3-iithyl-pyrrol werden unter Eis—Kochsalzkiihlung mit 
5 eem Methylalkohol angeriihrt. Beim Reiben erstarrt alles bald zu einem 
weiBen Krystallbrei, der mit etwas Methylalkohol und Ather aufgenommen 


wird. Man nutscht ab und wiischt gut mit Ather nach, wobei ein rei & 


weibes Produkt erhalten wird. Zur Analy se aus Aceton-Ather umkrystalli: 
siert erhiilt man das Carbinol (XI) in farblosen Prismen vom Schmelzp. 145'. 


5,790 mg Subst. (bei 65° i. Hochv. getr.): 14,005 mg CO,, 3,770 m fF 


H,O. — 4,770 mg Subst.: 11,625 mg CO,, 3,315 mg H, O. — 3,965, 3,353 mg 
Subst.: 0,284 (21°, 723 mm), 0,251 (22° 718 mm) cem N.. — 4,985 mg Subst: 
3,410 mg AgJ. 


CigHegN.O, (346,2) 


Ber. C 65,90 H 7,57 N 8,09 OC,H, 18,01 
Gef. ,, 65,97, 66,47 ,, 7,28, 7,78 ,, 8,18, 7,91 » eae. 


Umsetzung des Korpers (XI) mit Hydroxylamin-hydrochlorid 
500 mg des Carbinols (XI) werden in Athylalkohol gelést und mit einer 
mittels Soda neutralisierten wiBrigen Hy droxylamin-hydrochloridlésung 
1 Stunde am Wasserbad gekocht. Nach dem Erkalten wird mit Wasser 
versetzt, worauf ein Gliger Kérper ausfillt, der nach einigem Stehen grieslig 
wird. Dieser erwies sich nach dem Umkrystallisieren aus Athylalkobol 
unter Zusatz von einigen Tropfen 48°/,iger Bromwasserstoffsiure mit 
Koérper (VY) durch Mischschmelzpunkt als identisch. 





hydi 
und 

gutel 
ersta 
48% 
und 

/, St 
der ; 
Athe 
Eises 
umky 


Nade 


$3,782 
3,060 
C,H. 


(XU 
mit J 


- Es e1 
| silber 


filtrie 
Oxy-] 
Das 
Reinh 
teak 
von ¢ 


3,189 


meth 


| in 10 
| geleit 


braun 


| Chlor 
 gieBt 


schiitt 


| destill 


' ester 


aus C 


| 9,997 



















}- for. 
thy. 
0 cen 
Wiib- 
cocht, 
Kin. 
P Ul: 
219 









ee 







‘bon. 
(X]), 
1.2¢ 


9) 








mit 
inen 
imel 






rel & 





talli- 
145°, 






Ing & 





3 mg 
bst.: 









rid. 
iner 
ung 
ser 
slig 
yhol 

mit 















Synthese von Acetyl-pyrromethenen und Bilirubinoiden. 249 


5-Brom -3, 3’, 5’-trimethyl-4’ -acetyl-pyrromethen-4-propionsaure- 
hydrobromid (XID). 2,6 g 5-Brom-3-methy]l-2-formyl-pyrrol-4-propionsiure 
und 1,4 g 2,4-Dimethyl-3-acetyl-pyrrol werden innig verrieben und unter 
guter Kiblung mit 10 cem Methylalkohol verriihrt. Unter stetem Reiben 
erstarrt alles zur gelben Carbinolbase. Man gibt nun 4 cem eisgekiihlte 
48°/,ige Bromwasserstoffsiiure zu. Beim Verriihren tritt véllige Lésung ein 
vee nach kurzem Reiben erfolgt Krystallisation. Man Jibt dann noch 
, Stunde stehen, versetzt den Kry ‘stallbrei mit 10 eem Methylalkohol und 
ha gleichen Menge Ather, saugt ab und wiischt mit Methylalkohol und 
Ather gut nach. Ausbeute etwa 2,5 g reines Methen. Zur Analyse aus 
Eisessig unter Zusatz von einigen Tropfen 48°/, iger Bromwasserstofisiure 
umkrystallisiert erhilt man das Brom-pyrromethen-hydrobromid in goldgelben 
Nadeln, die sich beim Erhitzen bei 200° schwarz fiirben ohne zu schmelzen. 
5,429 mg Subst. (bei 90° i. V. getr.): 8,875 mg CO,, 2,215 mg H,O. — 
3,782 mg Subst.: 0,216 cem N, (21°, 721 mm). — 3,700 mg Subst.: 
3,060 mg AgBr. 
(,,HepN,OsBr, (466,0) Ber. C 44,35 H 4,38  N 6,09 Br 84,75 
Gef. ,, 44,58  ,, 4,37 ,» 6,29 85,19. 
5- Oxy -3, 3’, 5’ - trimethyl - 4’ -acetyl- pyrromethen -4- propionsaure 
XUD. 1 g gut getrocknetes Brom-pyrromethen-hydrobromid (XII) wird 
mit 1 g Silberacetat in 30—40 ccm Eisessig 1 Stunde unter RiickfluB gekocht. 


_ Es erfolgt bald Farbumschlag nach Olivgriin und Ausscheidung von Brom- 


silber, Nach der Beendigung wird vom ausgeschiedenen Bromeilber ab- 
fltriert und der Eisessig im Vakuum bis auf 10 ecem abdestilliert. Das 
Oxy-pyrromethen krystallisiert bald in Form von hellgriinen Nadeln aus. 
Das auf diese Weise gewonnene Produkt zeichnet sich durch grofe 
Reinheit aus. Schmelzp. 312°. Ausbeute 250—300 mg. Die Gmelinsche 
Reaktion des reinen Oxy-pyrromethens ist negativ, dagegen gab die Mutterlauge 
von der Verkochung mit Eisessig intensive Gmelinsche Reaktion. 


4,600 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 10,900 mg CO,, 2,610 mg H,O. — 
5,189 mg Subst.: 0,266 cem N, (23°, 718 mm). 
C,,7Hg)9N,0,4 (316,16) Ber. C 64,55 H 6,37 N 8,86 
Gef. ,, 64,62 » 6,85 »» 9,08. 


5-Oxy -3, 3’, 5’- trimethyl -4’-acetyl-pyrromethen -4-propionsaure- 
methylester (XIV). In eine Suspension von 100 mg Oxy-pyrromethen (XIII) 
in 10 cem absolutem Methylalkohol wird trockener Chlorwasserstoff ein- 
geleitet. Mit zunehmender Erwiirmung geht das Oxy-pyrromethen mit griin- 
brauner Farbe in Lésung. Nun kiihlt man mit Eiswasser und leitet weiter 
Chlorwasserstoff bis zur Sittigung ein. Man liBt 1 Stunde stehen und 
gieBt das Ganze in Chloroform. Zur Gewinnung der freien Esterbase 
schiittelt man die Chloroformlésung mit verdiinnter Sodalésung aus und 
destilliert das Chloroform am Wasserbad ab. Der freie Oxy-pyrromethen- 


_ ester (XIV) krystallisiert dabei in hellgelben Tafeln aus, die zur Analyse 


aus Chloroform-Petrolither unkrystallisiert, bei 252—253° schmelzen. 
3,354 mg Subst. (bei 65° i. V. getr.): 0,276 cem N, (23°, 719 mm), 
2,997 mg Subst.: 3,570 mg AgJ. 
C,,H,,N,O, (330,16) Ber. N 8,49 OCH, 8,39 
Gef.  ,, 8,77 ~ 
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5-Methoxy -3, 3’,5’-trimethy] -4’-acetyl- pyrromethen-4-propion. § 


saure (XV). 1g Brom-pyrromethen-hydrobromid (XII) wird mit 15 ec, 
10°/, igem methylalkoholischen Kali 1 Stunde unter RiickfluB am Wasserba 
gekocht. Nach dem Erkalten wird abfiltriert, mit 50 cem Wasser verdiiny 
und die Lésung mit 50°/, iger Essigsiiure angesiiuert, wobei das Methoxy. 
pyrromethen (XV) in goldgelb schillernden Nadeln ausfillt. Ausbeute au; 
1 g Brom-pyrromethen-hydrobromid etwa 400 mg Methoxy-pyrromethen. 7Zy 
Analyse aus Methylalkohol umkrystallisiert liegt der Schmelzpunkt bei 230° 


5,780 mg Subst. (bei 85° i. Hochv. getr.): 7 sing mg CO,, 3,525 m 
H,O. — 4,047 mg Subst.: 0,318 eem N, (28°, 715 — 8,258 mg Subst, 
2,455 mg AgJ. 

C,<H».N,0, (380,16) Ber. C 65,41 H662 N849 OCH, 9,3 
Gef. ,, 65,63 ,, 6,82 5» 8,52 9,98, 


3, 3’, 5’- Trimethyl -4’(6-methoxyacety]l) - pyrromethen-4- -propion 
siiurehydrobromid (XVI). 540 mg 3-Methyl-2-formyl-pyrrol-4-propionsiiur 
und 450 mg 2,4-Dimethy]-3-(9-methoxyacety])-pyrrol werden auf die iiblich 
Art und Weise in Athylalkohol unter Zusatz von 48°/, iger Bromwasserstoft 
siiure zum Pyrromethen-hydrobromid (XVI) kondensiert. Es wird zur Anz. 
lyse aus Methylalkohol umkrystallisiert und daraus in langen goldgelbea 
Nadeln erhalten, die bei 195° schmelzen. Gegen Methylalkohol ist da 
Methen sehr empfindlich. 


5,005 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 9,750 mg CO,, 2,570 mg H,0O. - 
6,615 mg Subst.: 5 eem HCl /f = 0,0102, ; 2,12 eem NaOH f= 0,0162. - 
6,860 mg Subst.: 3,055 mg AgBr. 


C,,H.,N,O,Br (410,98) Ber. C! 


52,57 H 5,64 N 6,81 Br 19,45 
Gef. ,, 53, 


» DBT 4 684 4, 18,95 

5- Brom -3,3’,5’- trimethyl - 4’ - (°- methoxyacetyl)- pyrromethen-4 
propionsaure-hydrobromid (XVII). 200mg obiges Pyrromethen-hydro- 
bromid werden mit 1 ccm 96°/,iger Ameisensiiure angefeuchtet und mi 
0,12 cem einer Brom—Ameisensiurelésung (1 ecm Lésung = 1 g Brom) versetzt 
and 1/, Stunde im Wasserbad bei 40° gehalten. Das Brom-pyrromethen- 
hydrobromid (XVII) krystallisiert beim Abkihlen in langen ziegelrote: 
Nadeln aus, die bis 280° nicht schmelzen. Bei Verwendung von Eisessig 
statt Ameisensiiure wurde die gleiche Ausbeute erzielt. 


5-Brom-3,3’,5’- trimethyl -4’ -(¢-methoxyacetyl) - pyrromethen-4 
propionsaure-hydrobromid (XVII). 260 mg 5-Brom-3-methyl-2-formy! 
pyrrol-4-propionsiiure und 167 mg 2,4- -Dimethyl- -3-(6-methoxyacetyl)-pyrr0 
werden in Methylalkohol auf Zusatz von 48°/,iger Bromwasserstoffsiiure zu 
Brom-py rromethen - hydrobromid kondensiert. Der auf diese Weise dar 
gestellte Kérper erwies sich mit dem oben beschriebenen Kérper (XVII 
als identisch. 


5,580 mg Subst. (bei 70° i. Hochv. getr.): 9,105 mg CO,, 2,360 mg H,0. — 
4,290mg Subst.: 0,220 cem N, (21°, 723 mm). — 2,160 mg Subst.: 2,345 mg Agbr. 


C,.H,,;N,0,Br, (490,0) Ber. C 44,08 H 4,53 N 5,72 Br 32,62 
Gef. ,, 44,50 , 4,738 ,, 5,66 ,, 31,58 
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5 - Oxy - 3,3',5’- trimethyl -4’- (- methoxyacety]l) - pyrromethen-4- 
propionsaure (XVIID. 300 mg Brom-pyrromethen-hydrobromid (XVII) 
werden mit 250mg Silberacetat und 10 cem Eisessig '/, Stunde unter Riick- 
flu8 am Drahtnetz gekocht. Nach Beendigung der Reaktion wird wie tiblich 
yom ausgeschiedenen Bromsilber abfiltriert und der Eisessig im Vakuum 
fast vollstiindig abgedampft. Das Oxy-pyrromethen wird mit Ather aus- 
geflockt, abfiltriert und die getrockneten Flocken mit Chloroform extrahiert, 
aus dem es in Stiibchen auskrystallisiert. Zur Analyse aus Eisessig um- 
krystallisiert, bis 290° kein Schmelzpunkt. 


4,240 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 9,595 mg CO,, 2,410 mg H,0. 
3,995 mg Subst.: 3,00 cem HCl f = 0,0102, 0,73 cem NaOH f = 0,0116. — 
4,347 mg Subst.: 2,880 mg AgJ. 

C, Hy,N,05 (346,17) Ber. C 62,48 H641 N 819 OCH, 8,96 
Gef. ,, 61,72 » 6,36 5» 1,84 » 8,75. 














Ketoxim des 5-Brom-3,3’,5’- trimethyl -4’-acetyl-pyrromethen-4- 
propionsaure - -hydrobromids (XIX). 1,3 g 5-Brom-3-methyl-2-formyl- 
pyrrol-4-propionsiure und 800 mg des Ketoxime des 2,4- Dimethyl. 3-acetyl- 
pyrrols werden mit wenig Methyl: alkohol angeriihrt, wobei zuniichst inten- 
sive Rotfirbung und Lésung eintritt. Auf Zusatz von 1 cem 48°/, iger Brom- 
wasserstoffsiiure fillt das Brom-pyrromethen-dihydrobromid (XIX) als ein 
roter Krystallbrei aus. Aus Kisessig in priichtigen, braunschillernden so- 
genannten Schmetterlingskrystallen, die sich bei 180° griin firben ohne 
zu schmelzen. 


5,242mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 7,i80mg CO,, 1,880mg H,O. — 
3,659mg Subst.: 0,245ceem N, (19°, 713mm). — 5,820mg Subst.: 5,635mg AgBr 
C,7HagN gO,Brg (555,92) Ber. C 36,70 H 3,99 N 7,56 Br 48,20 
Gef. , 87,48 , 4,02 , 7,84 ,, 41,20. 


Ketoxim der 5-Methoxy-3,3’,5’-trimethy1-4’-acetyl-pyrromethen- 
4-propionsaure (XX). 1g obiges Ketoxim wird mit 10 ccm methylalkoho- 
lischem Kali 2 Stunden am W asserbad umgesetzt. Man dampft dann den 
Alkohol zum gréBSten Teil ab, setzt etwa 20 cem Wasser zu und stellt in 
eine Kis-Kochsalzmischung. Bei vorsichtigem Ansiiuern mit 10°/, iger Essig- 
siiure fillt das Ketoxim des Methoxy-pyrromethens in hellgelben Flocken 
aus, die gut getrocknet und mit Ather extrahiert werden. Zur Analyse 
aus ' Aceton umkrystallisiert erhilt man wetzsteinférmige Krystalle, die bei 
212° schmelzen. 


4,860 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 11,185 mg CO,, 2,725 mg H,O. — 
5,538 mg Subst.: 0,401cem N, (24°, 714mm). — 3,847mg Subst.: 2,620mg AgJ. 


C,.H,3N 30, (345,2) Ber. C 62,57 H 6,72 N 12,17 OCH, 8,98 
Gef. ,, 62,79 - 6,28 », 12,24 » 9,00. 


Bromierung der 5-Oxy -3,3’,5’-trimethyl-4’-acetyl - pyrromethen- 
4. ‘propionsaure (XXI). 300 mg Oxy-pyrromethen (XIII) werden in 1,5 eem 
Kisessig mit 0,35 eem einer Brom-Eisessiglésung (1 eem = 0,5 g Brom) ent- 
sprechend 1,1 Mol Brom versetzt. Das Oxy- pyrromethen geht zuniichst ohne 
Bromwasserstoffentwicklung in Loésung und ein gelbbrauner Krystallbrei 
fillt aus; beim Erwirmen auf dem Wasserbad lést sich das gebildete Per- 
bromid unter Bromwasserstoffentwicklung und die Lésung firbt sich tief 
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dunkelgriin, Nach mehrstiindigem Stehen wird das griinbraune Reaktions. 
produkt abgesaugt und gut mit Ather gewaschen. Einen weiteren Teil kanp 
man durch Ausfiillen der Mutterlauge mit Wasser gewinnen. Bei der Be. 
handlung mit Aceton tritt Bromaceton auf. Wird das Perbromid-haltige 
Produkt mit Pyridin versetzt, so list es sich unter Wiirmeentwicklung mi 
tiefgriiner Farbe und nach kurzer Zeit fillt ein hellgriiner Kérper aus, de; 
zur Analyse aus Ameisensiiure umkrystallisiert wird. Lange feine Nadeln, 
die sich bei 240° schwarz firben ohne zu schmelzen. Beilsteinsche 
Halogenprobe positiv, Gmelinsche Reaktion negativ. 


2,720 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 0,168 cem N, (22°, 719 mm). 
3,505 mg Subst.: 1,840 mg AgBr. — 4,120 mg Subst.: 2,157 mg AgBr. 
C,,H,,N,O,Br (395,05) Ber. N 7,09 Br 20,28 
Gef. ,, 6,76 —,, 22,29, 22,28. 


5-Brom-3,3’-dimethy]l - pyrromethen-4-propionsaure - hydrobromid 
(XXIID. 260 mg 5-Brom-3-methyl-2-formyl-pyrrol-4-propionsiure und 80 mg 
?-Methylpyrrol werden in etwa 10 ccm Eisessig unter Zusatz von 1 cem 
48°/, iger Bromwasserstoffsiiure in Eis-Kochsalzkiihlung zum Brom-pyrro- 
methen-hydrobromid kondensiert. Zur Analyse aus Ameisensiure umkrystall- 
lisiert, erhilt man es in feinen rotgelben Nadeln, die sich bei 220° dunke! 
firben und bis 290° nicht schmelzen. 


4,743 mg Subst. (bei 70° i. Hochv. getr.): 7,295mg CO,, 1,655mg H,O. — 
3,731 mg Subst. : 0,238 cem N, (18°, 713mm). — 4, ig Subst.: 4 110mg Ab 
C,,H,,N,0,Br, (408,93) Ber. C 41,60 H 3 3,96 N 7,03 Br 389,57 

Gef. ,, 41,95 ,, sn , 2 « 40,25. 


5-Methoxy-3,3’-dimethyl-pyrromethen-4-propionsaure (XXIV). 1¢ 
2—3 mal aus Ameisensiiure umkrystallisiertes 5-Brom-3,3’-dimethyl- pyrro- 
methen - 4 - propionsiure-hydrobromid (XXIII) wird mit 15 cem 10°/,igem 
methylalkoholischem Kali 2—3 Stunden am Wasserbad gekocht. Die mit 
50 eem Wasser verdiinnte Lésung des Kaliumsalzes wird unter guter Eis- 
kihlung mit 5°/,iger Essigsiure vorsichtig angesiiuert, wobei das Methoxy- 
pyrromethen als hellgelber Niederschlag ausfillt. Nach dem Trocknen wird 
mit wenig absolutem Ather aus der Hiilse extrahiert. Das Oxy-pyrromethen 
fiillt beim Einengen des Athers in derben hellgelb gefiirbten Kry stallen aus, 
die bei 161° schmelzen. 

4,216 mg Subst. (bei 60° i. Hochv.): 10,050 mg CO,, 2,445 mg H,0O. - 
3,906 mg Subst.: 0,354 cem N, (22°, 709 mm). — 3,985 mg Subst.: 2,860 mg 
AgJ. — 3,767 mg Subst.: 3,243 mg AgJ. 

C,5H,;,N,O3 (274,14) 
Ber. C 65,67 H 6,62 N 10,22 OCH, 11,31 
Gef. ., 65,02 ,, 6,49 ,, 9,78 » 9,48, 11,37. 


‘Di-(5-methoxy-3,3’-dimethyl-pyrromethen-4-propionsauremethy]- 
ester)|-methan = Dimethylester des Deuterobilirubin-dimethylathers 
IIT y (XXV). 100 mg 2-Methoxy-3,3’- dimethyl-pyrromethen-4-propionsiure 
(XXIV) werden mit 1cem Formaldehyd und 1 ecm konzentrierter Salzsiure 
gut verrieben. Es tritt momentane Rotfirbung der Suspension ein. Man 
14Bt 10 Minuten stehen und filtriert nach Zusatz von 20 cem Wasser die 
rotgefirbten Flocken ab. Diese werden gut mit Wasser gewaschen und 
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getrocknet. Das so erhaltene Rohprodukt wird mit Diazomethan auf die 
ibliche Art und Weise verestert. Die Atherlésung wird nach einige 
Stehen eingeengt und zur Trockene abgesaugt. Der Riickstand wird in 
wenig Chloroform aufgenommen und mit Methylalkohoi versetzt, wobei der 
Dimethylester des Deuterobilirubin-dimethylithers III y (XXV) in hellgelben 
Flocken ausfallt. Die Flocken werden abfiltriert, in Chloroform gelést und 
wieder mit Methylalkohol versetzt. Wird diese Operation einige Male wieder- 
holt, so erhilt man schlieBlich den Diester in Form von hellgelben derben 
Krystallen, die bei 113° schmelzen. 


4,330 mg Subst. (bei 65° i. Hochv. getr.): 10,510 mg CO,, 2,665 mg 
H,O. — 5,620 mg § Subst.: 13,650 mg CO,, 3,400 mg H,O. -— 3,768 mg Subst.: 
0,333 eem Ny (20°, 727 mm). — 3,655 mg Subst. : 5,727 mg AgJ. 


Cs3H y)N,O, (588,4) 


Ber. C 67,30 H 6,85 N 9,52 OCH, 21,56 
Gef. ,, 66,20, 66,42 5, 6,87, 6,79 », 9,81 » 20,70. 


Die Gmelinsche Reaktion ist positiv. Spektroskopisch nimmt sie 
folgenden Verlauf: Ohne Gmelins Reagens liegt die Endabsorption bei 
'79,4 uu; setzt man das Reagens zu, so liegt sie bei 522,2 wu und im Griin 
wird ein schwacher Streifen bei 608,2 uu sichtbar. 

5-Brom-3-methyl-3’-athyl- pyrromethen -4-propionsaure-hydro- 
bromid (XXVI). 260 mg 5-Brom-3-methyl-2-formyl-pyrrol-4-propionsiiure 
rie mit 90 mg §-Athylpyrrol in 10 cem Eisessig unter Zusatz von 1 ecm 

8°/,iger Bromwasserstofisiure kondensiert. Dabei ist gute Kiihlung un- 
veda erforderlich. Man versetzt nach wenigen Minuten mit wenig Ather 
und filtriert sofort ab. Die Ausbeute schwankt je nach der Reinheit des 
angewandten #-Athylpyrrols zwischen 200—250 mg. Aus Eisessig oder 
Ameisensiiure wnkrystallisiert erhilt man es in langen goldgelben Nadeln, 
die sich bei 220° dunkel fiirben und bis 290° nicht schmelzen. 

4,470 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 7,135 mg CO,, 1,760 mg H,O. — 
3,106 mg Subst.: 0,235 cem N, (22°, 709 mm). — 5,340 mg Subst.: 4,785 mg 
AgBr. 

\.sH,,.NeO.Br, (417,93) Ber. C 43,07 H 4,34 N 6,70 Br 38,25 
Gef. ,, 43,53 ,, 4,41 ,, 684 ,, 38,13. 


5-Methoxy-3-methy]-3’-athyl-pyrromethen-4-propionsaure(X XVII). 
Darstellung wie beim Methoxy-pyrromethen (XXIV). Zur Analyse aus Ather 
unkrystallisiert, erhiilt man das Methoxy-pyrromethen (XXVID) in hellgelben 
Tafeln, die bei 115° schmelzen. 


4,771 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 11,760 mg CQ,, 3,010 mg 
HO. — 3,732 mg Subst.: 0,839 eem N, (23°, 718 mm). — 38,375 mg Subst.: 
2,802 ing AgJ. 

UigH,)>N,O, (288,14) Ber. C 66,65 H 6,70 N 9,73 OCH, 10,77 
Gef. ,, 67,22 ,, 7,06 ,, 9,89 , 10,97. 

Mit Gmelins Reagens wird die gelbe Choroformlésung ohne Farb- 
reaktion aufgehellt. Mit Ehrlichs Reagens tritt beim Erwiirmen starke 
Griinfiirbung auf, wobei neben der Endabsorption in Blau bei 508,8 uu ein 
starker Streifen in Orange bei 579,4 wu und ein schwiicherer bei 554,8 uu 
zu sehen ist. 
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(‘Di- (methoxy -3- methyl -3’-athy] - pyrromethen - 4 - propionsaure. 
methylester)]-methan = Dimethylester des Athyl-deuterobilirubip. 
-dimethylathers III y (XXVIII). Erhalten durch Kondensation von 5-Meth. 
oxy-3-methy]-3’-iithyl-pyrromethen-4- -propionsiure (XXVIII) mit Formaldehyd- 
Salzsiure. Die Aufarbeitung ist die gleiche wie bei Kérper (XXV). Ma 
erhilt hier den Diester des Athy]- deuterobilirubin- -dimethylithers HT y in in 
Form eines hellgelben amorphen Produktes, das unscharf bei 282—2s5 
schmilzt. 


5,228 mg Subst. (bei 70° i. Hochv. getr.): 13,120mg CO,, 3,225 mg H,0.. 
3,277 mg Subst.: 0,274 cem N, (22°, 711 mm). — 3,510 mg Subst.: 4,918 mg Ag], 
C;,H,,N,O, (616,4) Ber. C 68,14 H 7,19 N 9,09 OCH, 20,13 

ref. ,, 68,44 » 6,90 ,, 9,05 » OM 


Mit Gmelins Reagens, die beim Diester sowie bei dem nicht ana 
lysierten Dihydrochlorid des Deuterobilirubin-dimethylithers IT y nur bis 
zur griinen Phase geht, erhilt man folgende Spektralerscheinungen: eine 
Endadsorption von 502,5uu und zwei Streifen bei 550uu und bei 607. 


5-Brom-3,3’- dimethyl - pyrromethen-4,4’-dipropionsaure -hydro. & 


bromid (XXIX)j. 2,6 g 5-Brom-3-methyl-2-formyl-pyrrol-4-propionsiure und 
1,5 g 3-Methyl-pyrrol-4-propionsiure werden unter Eis-Kochsalzkiihlung mit 
5 eem eisgekiihltem Methylalkohol verrieben. Nach Zusatz von 2 cen 
48°/, iger Bromwasserstoffsiure krystallisiert das Brom-pyrromethen-hydro- 
bromid aus. Nach kurzem Stehen nimmt man mit 10 eem Athylalkohol auf 
und versetzt mit 20 cem Ather. Das Brom-pyrromethen-hydrobromid ist in 
Eisessig schwer léslich und wird aus diesem zur Analyse umkrystallisiert. 
Man erhilt es so in langen goldgelben Nadeln, die bei 212° unter Zer. 
setzung schmelzen. 


5,610 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 8,740 mg CO,, 2,330 mg H,O. - 
3,869 mg Subst.: 0,213 cem N, (21°, 716 mm). — 4,250 mg Subst. 
3,255 mg AgBr. 

C,,H,,.N,O,Br, (475,96) Ber. C 42,86 H 4,23 N 5,89 Br 88,58 
Gef. ,, 42,89 ,, 4,64 ,, 5,98 ,, 382,59. 


5-Methoxy-3, 3’-dimethyl-pyrromethen-4,4’-dipropionsadure (XXX). 
2 g obiges Brom-pyrromethen-hydrobromid werden mit 20 cem 10°, igen 
methylalkoholischem Kali 2 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Nach dem 
Erkalten wird mit 50 cem Wasser verdiinnt und unter Eiskiihlung da: 
Methoxy-pyrromethen mit 10°/, iger Essigsiure gefallt. Die abfiltrierten 
braungriinen Flocken werden im Exsiccator iiber Atzkali getrocknet und 
dann mit Chloroform extrahiert. Der Chloroformextrakt wird zu ?/, ein- 
gedampft und vorsichtig mit einigen Tropfen Petroliither versetzt, wobei 
das Methoxy-pyrromethen als gelbbraunes Pulver ausfillt. Zur Analyse 
aus Chloroform-Petrolither umkrystallisiert schmilzt es unter Zersetzung 
bei 238—241°. 


5,056 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 11,440 mg CO,, 2,950 mg 
H,O. — 3,296 mg Subst.: 0,236 cem N, (23°, 722 mm). 
(346,17) Ber. C 62,38 H 6,40 N 8,10 
Gef. ,, 61,70 » 6,48 » see. 
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(Di-(5-methoxy-3, 3’-dimethyl-pyrromethen-4, 4’- dipropionsaure)}- 
methan = Dimethoxy-koprobilirubin-dihydrochlorid IIy (XXXD). 
50 mg Methoxy-pyrromethen (XXX) werden in 1 cem 40°, iger Form- 
aldehydlésung aufgeschlimmt und mit 1 ccm konzentrierter Salzsiure ver- 
setzt. Man 1a8t 5 Minuten stehen, verdiinnt mit 20 cem Wasser und saugt 
das braunrote Reaktionsprodukt ab. Ausbeute quantitativ. Beim Um- 
krystallisieren aus Methylalkohol erhilt man das Dimethoxy-koprobilirubin- 
dihydrochlorid in leuchtend roten Stiibchen, die sich ab 220° griin firben 
und bei 282° schmelzen. Zur Analyse wird aus viel Methylalkohol um- 
krystallisiert unter Zusatz von 1 Tropfen 10°/, iger Salzsiiure. 


5,650 mg Subst. (bei 65° i. Hochv. getr.): 11,825 mg CO,, 3,050 mg 
H,0. — 3,212 mg Subst.: 0,206 cem N, (21°, 722 mm). — 3,490 mg Subst.: 
1,380 mg AgCl. — 3,295 mg Subst.: 2,129 mg Agu. 


C,,H,,N,O,,Cl (777,23) 


Ber. © 57,15 H 5,96 N 7,21 Cl 9,13 OCH, 7,98 
Gef. ,, 57,08 5, 6,04 » 14 » 9,43 » 8,54. 


Tetramethylester von Dimethoxy-koprobilirubin -dihydrochlo- 
rid IIy (XXXII). a) mit Diazomethan. Der Ester wird aus dem Di- 
hydrochlorid des Koprobilirubin- dimethylathers IIy wie iiblich durch Uber- 
sieBen der Substanz mit in Ather geléstem Dinnectinn hergestellt. Nach 
dem Abdampfen des Athers wird der Riickstand in wenig Methylalkohol 
aufgenommen und mit einigen Tropfen konzentrierter Salzsiiure versetzt, 
wobei das Dihydrochlorid des Tetramethylesters in roten Stibchen aus- 
krystallisiert. Schmelzp. 256°; bei 170° Griinfarbung. 


4,610 mg Subst. (70° i. Hochv. getr.): 9,955 mg CO,, 2,660 mg H,O.— 
4,143 mg Subst.: 0,267 cem N, (23°, 709 mm). — 4,600 mg Subst.: 1,515 mg 
AgBr. — 8,690 mg Subst.: 6,040 mg Ag. 


Cy,HegN,OioCl, (832,9) 


Ber. C 59,07 H649 N6,73  C18,51 OCH, 22,33 
Gef. ,, 58,89 6,45 » 6,98 yy 8,15 » 21,68. 


b) mit Methylalkohol-Salzsiiure. 100 mg Dimethoxy -koprobili- 
rubin-dihydrochlorid (XXXJ) werden in 10 ccm absolutem Methylalkohol 
aufgeschlimmt und mit Chlorwasserstoffgas gesittigt. Man li8t mehrere 
Stunden stehen, wobei der Tetramethylester in rotbraunen, griinlich gliin- 
zenden haarférmigen Krystallen auskrystallisiert. Zur Analyse wurde zwei- 
mal aus chlorwasserstoffhaltigem Methylalkohol umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 255°. Bei 185° tritt Griinfirbung der Krystalle ein. Mit Gmelins 
Reagens firbt sich die Chloroformlésung dunkelgelb und tiefgriin. Hier 
bleibt die Reaktion einige Zeit stehen, dann erfolgt schnell Aufoxydation 
iiber Blau und Rot. 


5-Brom-3,3’-dimethyl-4’-athyl-pyrromethen-4- propionsaurehydro- 
bromid (XXXIIJ). 1,3 g 5-Brom-3-methyl-2-formy]-pyrrol-4-propionsiure 
und 0,6 g 3-Methyl-4- -iithyl- pyrrol werden in Methylalkohol unter Zusatz von 
48°/, iger Bromwasserstoffsiure zum Brom-pyrromethen-hydrobromid konden- 
siert. Zur Analyse aus Eisessig umkrystallisiert erhilt man es in roten 
Nadeln, die sich bei 220° schwarz firben ohne zu schmelzen. 
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4,495 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 7,485 mg CO,, 1,965 Ing 

H,0. — 3,227 mg Subst.: 0,184 cem N, (21°, 725 mm). — 2,970 mg Subst,: 
2,500 mg AgBr. 

C,,H,)N,0,Br, (431,96) Ber. C 44,45 H 4,67 N 6,49 Br 37,00 

Gef. ,, 45,11 ,, 4,89 ,, 6382 ,, 35,89, 


5-Methoxy -3,3’- dimethyl -4’- athyl- pyrromethen -4-propionsaure 
(XXXIV). 1,5 g obiges Brom-pyrromethen-hydrobromid werden mit 10 ccm 
15°/, igem methylalkoholischem Kali 4 Stunden umgesetzt. Nach dem Er. 
kalten verdiinnt man mit 15 cem Wasser und neutralisiert unter Eis—Koch- 
salzkiihlung mit 50°/, iger Essigsiiure. Man erhiilt so eine schmutzig-griine 
Fiallung, die abgesaugt und gut mit Wasser gewaschen wird. Diese wird 
getrocknet und mit Ather extrahiert. Das Methoxy -pyrromethen krystalli- 
siert aus dem Ather in groBen gelben Plittchen. Aus Ather-Petrolither 
zur Analyse umkrystallisiert, schmilzt es bei 144°. 


5,442 mg Subst. (bei 50° i. Hochvy. getr.): 13,445 mg CO,, 3,575 mg 


H,O. — 3,470 mg Subst.: 0,285 eem N, (21°, 717 mm). — 3,901 mg Subst.: 

3,020 mg AgJ. 

C,,H,;N,0, (302,2) Ber. C 67,50 H 7,834 N 9,27 OCH, 10,26 
Gef. ,, 67,43 ,, 7,35 ,, 8,99 » —:10,28. 


[Di- (5-methoxy -3,3’- dimethyl -4’- athyl - pyrromethen -4-propion- 
saure)|-methan = Mesobilirubin-dimethylather-dihydrochlorid III, 
(XXXV). 50 mg Methoxy-pyrromethen (XXXIV) werden mit 1 cem 40°, iger 
Formaldehydlésung verriihrt und mit 1 cem konzentrierter Salzsiure ver- 
setzt. Nach kurzer Zeit fillt das Reaktionsprodukt in kurzen Stibchen 
krystallisiert aus. Man verdiinnt mit Wasser, nutscht ab und wischt gut 
mit Wasser nach. Aus Methylalkohol umkrystallisiert erhilt man das Meso- 
bilirubin-dimethylither-dihydrochlorid III y in rotglinzenden Stiibchen, die 
sich ab 170° zersetzen und bei 198—200° schmelzen. 


4,736 mg Subst. (bei 60° i. Hochy. getr.): 10,450 mg CO,, 2,875 mg 
H,O. — 2,472 mg Subst.: 0,183 cem N, (23°, 719 mm). — 3,345 mg Subst.: 
1,399 mg AgCl. 

C,;H,.N,O,Cl, (689,23) Ber. C 60,93 H 6,73 N 8,12 Cl 10,29. 
Gef. ,, 60,14 ,, 6,79 ., 807 ,, 10,34. 


Mesobilirubin-dimethylather III y(XXXVI). 100 mg Mesobilirubin- 
dimethylather-dihydrochlorid III y werden mit wenig Pyridin am Wasserbad 
erwirmt und mit Wasser bis zum Auftreten einer Triibung versetzt. Nach 
lingerem Stehen fillt die freie Base in hellgelben Blittchen aus. Zur Analyse 
aus  Chloroform-Petroliither umkrystallisiert, beginnt sie sich bei 190° dunkel 
zu firben und zeigt einen Schmelzpunkt von 212°. Ausbeute 15 mg. 


4,105 mg Subst. (bei 70° i. Hochv. getr.): 10,195 mg CO,, 2,630 mg 
H,O. — 3,583 mg Subst.: 0,314 cem N, (21°, 721 mm). 
CHyuN,O. ( (616,33) Ber. C 68,14 H 7,20 N 9,08 
Gef. ,, 67,78 , 7,17 4, 9,65. 


Diazomethanester von Mesobilirubin-dimethylatherIII y (XXXVI). 
Der Ester wird aus dem Mesobilirubin-dimethylither-dihydrochlorid HI 
mit Diazomethan in Ather wie iiblich dargestellt. Nach Abdampfen des 
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Athers erhilt man den Lster in Form von hellgelben Blittchen, die bei 
164° schmelzen. Der Ester ist leicht léslich in Ather, Chloroform, schwer 
in Methylalkohol. 


4,985 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 12,665 mg CO,, 3,300 mg H,O. — 
3,.714mg Subst.: 0,292 ccm N, (22°, 709mm). — 5,040 mg Subst.: 7,180 mg AgJ. 
(,,HysNsOg (644,38) Ber. C 68,90 H 7,51 N 8,69 OCH, 19,24 

Gef. ,, 69,29 ,, 7,41 ,, 8,48 » 18,82. 


5-Brom -4,3’, 5’-trimethyl -3-athyl - pyrromethen -4’- carbonsaure- 
ithylester-hydrobromid (XXXVII). 500 mg 5-Brom-4-methyl-3-iithyl- 
2-formyl-pyrrol und 350 mg 2,4-Dimethyl-pyrrol-3-carbonsiureithylester 
werden unter Eis—Kochsalzkihlung in Eisessig unter Zusatz von 48 °/, iger 
Bromwasserstoftsiiure zum brom-pyrromethen-hydrobromid kondensiert. 
Ausbeute 700 mg. Aus Lisessig erhilt man es in prichtigen roten irisierenden 
Blittechen, die sich ab 190° zersetzen und bei 207° schmelzen. 


5,080 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 8,605 mg CO,, 2,255 mg H,O. — 
{249mg Subst.: 0,224 cem N, (18°, 727mm). — 5,615mg Subst.: 4,747mg AgBr. 
(,,H,.N,0,Br, (445,97) Ber. C 45,84 H 4,97 N 6,28 Br 35,92 

Gef. ,, 46,20 ,, 4,97 ,, 5,91 ,, 35,98. 
5-Brom-3,3’,5’- trimethyl - pyrromethen -4’ - propionsauremethy]l - 
ester-hydrobromid (XXXVIII). 2,6 g 5-Brom-3-methy]-2-formyl-pyrrol-4- 
propionsiure und 1g 2,4-Dimethyl-pyrrol werden in wenig Athylalkohol 
gelist und unter guter Kiihlung mit 1 cem 48°/, iger Bromwasserstoffsiure 
versetzt, wobei das Brom-pyrromethen-hydrobromid auskrystallisiert. Zur 
Analyse wird aus Methylalkohol unter Zusatz einiger Tropfen 48°/, iger 
Bromwasserstofisiiure umkrystallisiert, wobei — wie die Analyse zeigt — 
Veresterung am Propionsiiurerest eintritt. Lange goldgelbe Nadeln vom 
Schmelzp. 205°. 


4,867 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 7,895 mg CO,, 2,045 mg H,O. — 
3,914 mg Subst.: 0,214 cem N, (21°, 721 mm). — 5,075 mg Subst.: 4,365 mg 
AgBr. — 5,520 mg Subst.: 2,775 mg AgJ. 

C,,H,,N,0,Br, (431,96) 
Ber. C 44,45 H4,67 N 6,49 Br 37,01 OCH, 7,18 
Gef. ,, 44,24 ,, 4,70 ,, 602 ,, 36,61 » 6,64. 


5-Oxy -3,3’,5’-trimethyl-pyrromethen-4-propionsaure (XX XIX). 
2g obiges Brom-pyrromethen-hydrobromid werden mit 20 cem 15°/, igem 
methylalkoholischem Kali 3—4 Stunden auf dem siedenden Wasserbad um- 
gesetzt. Man setzt dabei einige Tropfen Wasser zu. Nach dem Erkalten 
filtriert man ab und siiuert die schmutzig-griine Loésung mit 10°/, iger Essig- 
siure an, wobei das Oxy-pyrromethen stark verunreinigt ausfillt. Aus 
Pyridin-Methylalkohol feine griine Stibchen vom Schmelzp. 275°. Die Sub- 
stanz war der Analyse nach methoxylfrei. 

2,491 mg Subst. (bei 90° i. H.V. getr.): 5,920 mg CO,, 1,467 mg H,O. — 
3,026 mg Subst.: 0,267 cem N, (21°, 728 mm). — 3,555 mg Subst.: Spuren AgJ. 


C,;H,,N.O; (274,14) Ber. C 65,69 H 6,76 N 10,22 
Gef. ,, 65,76 , 6,68 » 9,81. 
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5 - Brom - 3, 3’-dimethyl - pyrromethen - 4’-carbonsdureathylester. 
4-propionsaure-hydrobromid (XL). 2,6 g 5-Brom-3-methy]-2-formy]-pyrrol. 
4-propionsiure und 1,5 g 3-Methyl-pyrrol-4-carbonsiureithylester werden 
wie gewohnlich in Eisessig unter Zusatz von 48°/, iger Bromwasserstoff. 
siure zum Brom-pyrromethen-hydrobromid kondensiert. Zur Analyse aus 
Eisessig umkrystallisiert, erhilt man goldgelbe Stibchen, die sich bei 210! 
schwarz firben ohne zu schmelzen. 


5,192 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 8,125 mg CO,, 2,050 mg H,O. — 


3,982 mg Subst.: 0,223 ecem N, (22°, 720 mm). — 4,859 mg Subst. 
3,978 mg AgBr. 
C,,H,,N,O,Br, (475,96) Ber. C 42,86 H 4,23 N 5,89 Br 33,58 


Gef. ,, 42,68 ,, 4,42 ,, 6,10 » 34,85. 
3, 3’-Dimethyl-pyrromethen-4-carbonsaure-4 -propionsaure-hydro. 
bromid (XLI). 1,1 g 8-Methyl-2-formyl-pyrrol-4-carbonsiure und 700 mg 
3-Methyl-pyrrol-4-propionsiiure werden in 3 cem Eisessig kurz erwirmt, 
webei sich alles mit roter Farbe lést. Man kihlt dann ab und versetzt 
mit 1 cem 48°/, iger Bromwasserstoffsiiure. Nach kurzem Stehen wird mit 
etwas Ather aufgenommen und dann abfiltriert. Zur Analyse vorsichtig 
aus Ameisensiure umkrystallisiert erhilt man lange goldgelb gefiirbte Nadeln, 
die sich bei 250° dunkel firben und bis 300° nicht schmelzen. 


5,568 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 9,785 mg CO,, 2,300 mg H,O. — 


3,948 mg Subst.: 0,260 cem N, (21°, 714 mm). — 4,978 mg Subst.: 

2,587 mg AgBr. 

C,sH,,;N,0,Br (448,93) Ber. C 48,79 H 4,64 N 7,60 Br 21,66 
Gef. ., 47,98 ,, 4,61 ,, 7,14 ,, 22,12. 
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Isolierung von Komponenten des menschlichen Lipochroms. 
Von 


). — L. Zechmeister und P. Tuzson. 


































bst.: siidatnaies 

8 58 (Aus dem Chemischen Institut der Universitat Pécs, Ungarn.) 

4,85, (Der Schriftleitung zugegangen am 24. Dezember 1934.) 

dro. 

) mg Seit der Gewinnung von Farbstoffpriparaten aus Kuh-, Pferde- 

none ' und Hihnerfett!) bemiihten wir uns, auch jene Liicke auszufiillen, 

mit @ die auf dem Gebiete des sonst Ofters studierten Menschen- 

htig #E fettes besteht. Obzwar seinem Pigment, schon in Hinblick auf 

leln, 7% das A-Vitamin, ein erhebliches Interesse zukommt, ist unseres 
 Wissens aus dem Depotfett des menschlichen Kérpers bisher kein 

-— f Farbstoff isohert worden, wodurch aber allein die Unversehrtheit 

St: @ der eingelagerten Pflanzen-carotinoide endgiiltig bewiesen werden 

66 . kénnte. 

"12. : Eine Voraussetzung fiir diese priaparative Arbeit ist die 


'richtige colorimetrische Wertung des Ausgangsmaterials, 

'dessen Farbe qualitativ und quantitativ weitreichend variieren 

| kann, In der vor 14 Jahren erschienenen, verdienstvollen Unter- 
suchung von H. v. d. Bergh, P. Muller und J. Broekmeyer’) 
ist die Aufgabe einfach durch Vergleich von Liésungen mit wif- 
rigem Bichromat, wie die genannten Forscher selbst betonen, nur 
unvollkommen gelést worden. 

Der von R. Willstaitter und A. Stoll*) eingefiihrte Kalium- 
bichromat-Standard hat sich auf dem Gebiete der Pflanzen- 
larbstoffe in zahlreichen Fillen gut bewihrt, namentlich, wenn 
nur ein Carotinoid in der Lésung enthalten war. Zufolge Ab- 
weichungen von dem Beerschen Gesetz erfordert dieses Ver- 
fahren jeweils eine empirische Eichkurve, die naturgeméB nur 
fir die betreffende Polyenart gilt. Da aber das menschliche 


1) Diese Z. 225, 189 (1934); Ber. chem. Ges. 67, 154 (1934). 

*) Biochem. Z. 108, 279 (1920). Fiir weitere Literatur vgl. FuBnote 1. 
Kin ausfihrlicheres Verzeichnis ist zu entnehmen aus: L. Zechmeister, 
Carotinoide. Ein biochemischer Bericht tiber pflanzliche und tierische 
Polyenfarbstoffe. Berlin, Julius Springer 1934. 
*) Untersuchungen iiber Chlorophyll. Ebenda 1913. 
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cee 


Lipochrom, im Gegensatz zu den eingangs erwiihnten ‘Tey. 
farbstoffen, aus mehreren und dazu aus verschiedenartigen Koy. 
ponenten zusammengesetzt ist, ergibt die Colorimetrie des Gesamt. 
pigments (oder der Summe der epi- bzw. hypophasischen Be. 
standteile) Scheinresultate, die, wie wir uns wiederholt iiberzeugey 
muften, um mehrere Hundertprozente falsch sein kinnen. Be; 
der Auswertung der gemessenen Farbstiirken als ,,Carotin“ ode 
,santhophyll* fiihren die, im verarbeiteten Rohmaterial stets ent. 
haltenen, auBerordentlich farbkriftigen Tomaten- und Paprika. 
pigmente zu einem groben Fehler. 

Wir glauben daher, daB die einschligigen Literaturangaber 
zu revidieren und die Bestimmungen wie folgt vorzunehmen sind: 
Die verseifte Pigmentlésung wird nach der chromatographischey 
Adsorptionsmethode von M. Tswett*) aufgeteilt, worauf man die 
getrennt eluierten (spektroskopisch méglichst erkannten) Kon. 
ponenten einzeln im Colorimeter mift5). Erst jetzt wird der 
Pigmentgehalt des Fettes durch Addition festgestellt, wobei 


kleinere Mengen unbekannter Farbstoffe, wofern man sie aui 


Grund der optischen Schwerpunkte ungefihr richtig eingereilht 
hat, nur einen belanglosen Fehler bedingen. 

In dem Versuchsteil ist die Bearbeitung von 18 kg mensch- 
lichem Depotfett beschrieben (Durchschnittsmuster aus der 
Bauch- und Oberschenkelgegend). 1 kg Fett enthielt (bei einem 
Wassergehalt von rund 10°/,): 

0,53 mg Carotine C,,H,, 0,57 mg Xanthophylie C,,H;,0, 

0,24 mg Lycopin C,H,, 0,17 mg Capsanthin C,,H,,0, 

Abgerundeter Lipochromgehalt: 1,5 mg pro kg Fett. Ver- 
hiltnis Farbstoff/Farbloses etwa 1:670000; 1 Gewichtsteil Pro- 
vitamin A war in annihernd 2 Millionen Teilen Menschenfett ent- 
halten®), Dabei sind unsere Untersuchungsobjekte aus dem un- 
fangreichen Material von Prosekturen besonders ausgewiihlt worden. 

Im Verlaufe der praiparativen Ansiitze lieBen sich nur die 
Polyen-kohlenwasserstoffe fassen. Wir isolierten aus 18 kg Fett 
insgesamt 2 mg analysenreines Carotin (fast nur #) und 


4) Literatur in FuBnote 2 sowie bei A. Winterstein u. G. Stein, 
Diese Z. 220, 247, 263, (1933); vgl. auch 230, 139, 146, 158, 169 (1934). 

°) Zu empfehlen ist die Mikrocolorimetrie nach R. Kuhn u 
H. Brockmann, Diese Z. 206, 41 (1932). 

6) Wahrscheinlich ist das Verhiltnis noch etwas ungiinstiger, da die 
Carotinfraktion kleine Mengen eines Farbstoffes enthilt, dessen biologische 
Wirksamkeit zweifelhaft ist. 
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Tier ferner */, mg reines Lycopin. In beiden Fallen lag die Aus- 
Kom. fF heute in der Nahe von 20°/, des colorimetrisch ermittelten Gehaltes. 
samt. Der sauerstotihaltige Pigmentanteil zerfiel bei der Chromato- 
Be. craphie in eine rote und eine gelbe Komponente (Capsanthin und 





Ugen 


Bej 


Xanthophyll), er krystallisierte aber nicht. Entweder ist ein Teil 


4 


der Polyenalkohole bereits veriindert’), oder sind Stoffe zugegen, 












oder durch welche die Krystallbildung besonders stark gedrosselt wird. 
ent: Fiir die letztere Méglichkeit spricht der Umstand, daB zugesetzte 
rika. Farbstoffkrystalle sich nicht regenerieren lassen. 

Hier diente zur Indentifizierung nur die spektroskopische 
aber J Messung und die Adsorptionsanalyse von kiinstlichen Gemischen. 
sind: Durch die heute mitgeteilten Versuche wird eindeutig be- 
chen J wiesen, daB die mit der vegetabilischen Nahrung aufgenommenen 
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Carotinoide die Fettdepots auch des menschlichen Kérpers in un- 
_yersehrtem Zustande erreichen kiénnen und daB namentlich das 
| biologisch wichtige Provitamin A (Carotin) seine Krystallisations- 
'fihigkeit nicht eingebuBt hat und aus dem Unterhautfett in dem- 
| selben Zustande regeneriert werden kann, wie es vom Ptlanzen- 
_gewebe erzeugt und dargeboten wird. 

Die verwickelte Zusammensetzung des menschlichen Lipo- 
chroms wird, im Gegensatz zu den von uns friher studierten 
Fettfarbstoften bekriiftigt. Gerade der Mangel an Selektivitiit bei 
der physiologischen Speicherung von Carotinoiden erschwert die 
priparative Arbeit am Menschenfett in einem Mafe, dai sogar 
die Chromatographie bis zur Grenze ihrer Leistungsfihigkeit an- 
gespannt werden mub. 

Uber die individuellen Schwankungen des Lipochromgehaltes 
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er- 
hen. unter dem EinfluB verschiedener, auch pathologischer Faktoren, 
inte | Nerden die Versuche fortgesetzt. 
mm- 
en Versuche. 
en. 
ie i8kg frisch nach der Sektion bezogenes Fett (Wassergehalt 10°/,), das 
lott von 5 Leichen (alte Personen) und zwar aus der Bauch- und Oberschenkel- 
Ct! H cegend stammte, wurde in 5 Anteilen verarbeitet, bis nach durchgefiihrter 
ind Verseifung die Hauptmenge der farblosen Stoffe entfernt war. Sodann 

_konnte die Liésung des gesamten Pigments vereinigt werden. Wir geben 
in, % 2unichst die fiir 4kg Rohmaterial geltende Arbeitsweise wieder. 

Das Fett wurde durch die Fleischhackmaschine geschickt und dann 

Ul. in eine 40° warme Lésung von 1 kg kiuflichem Kaliumhydroxyd in 5 Liter 
die 


:  Vgl. L. 8S. Palmer u. C. H. Eckles, Missouri agr. exp. Station Res. 
Bull. 9, 313; 10, 339; 11, 391; 12, 415 (1914), zitiert in Dieser Z. 226, 

295, (1934). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXI. 18 
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96°/,igem Alkohol eingetragen. Riihrt man um, so beginnt das Fett sogleic) 
zu zerfallen und verschwindet meist innerhalb 10—15 Minuten, bis ay 
belanglose Reste (Bindegewebe usw.). Nun ist die Hydrolyse, was di 
Hauptmenge der Lipoide betrifft, bereits beendet und eine kleine Probe de 
rotlichbraunen Lésung mit Wasser mischbar. Ofters beobachteten wi; 
das gleichzeitige Erscheinen einer diinnen, weiBen Kruste am Boden de; 
10-Literflasche. 

Die Temperatur der Fliissigkeit soll nicht unter 30° sinken, da sons 
das Reaktionsgemisch zu einem Seifengel erstarren kann. Man versetze | je 
1 Liter Farbstofflésung im 7 Liter-Scheidetrichter mit rund 2 Liter Ather und 
dann vorsichtig mit 2,5 bis 3 Liter eisgekiihltem, destilliertem Wasser. Wi: 
lassen 5—10 Minuten stehen, zapfen die noch lebhaft gelbe, untere Phas 
ab, welche mit 0,6 Liter Ather vermengt und im Scheidetrichter mit Eis. 
wasser entmischt wird. Die Oberschicht kommt zur iitherischen Haupt. 
lésung, die zweimal mit Wasser gewaschen wird. 

Engt man die orangegelbe Lisung, die das Gesamtpigment von 4 ky 
Fett enthilt, stark ein (Wasserbad, Vakuum, Durchperlen von CO, oder N,), 
80 eracheint eine rote Paste, die bereits reichlich Cholesterin-Krystaile fiihrt 
Jetzt mu8 die Verseifung, mit Riicksicht auf schwer hydrolysierbare Lipoide, 
vervollstindigt werden und zwar wiederum in homogener Phase: man nimmt 
den Abdampfriickstand z. B. in 50—100 cem Ather auf, vermengt die Lisung 
mit 150 cem konzentriertem methylalkoholischen Kali und eventuell (zur Ver. 
meidung von Schichten-trennungen) mit 100—200 cem 96°/,igem Weingeist, 
je nach Bedarf. Aus der iiber Nacht, unter N, gestandenen Fliissigkeit 
fiihren wir das Pigment mit Wasser in reinen Ather tiber, der alkalifrei 
gewaschen, mit Na,SO, getrocknet und im Vakuum vdllig verdampft wird. 
Der Riickstand wiegt 1g pro kg Fett oder etwas weniger, es hat also eine 
Anreicherung des Lipochroms im Verhiiltnis 1:1000 stattgefunden. (Die 
geringen Verluste beschrinken sich auf die alkalisch-wiBrige Schicht nach 
der ersten Hydrolyse, welche offenbar veriinderten Farbstoff zuriickhilt.) In 
diesem Stadium ist die Konsistenz nicht mebr salbenartig, sondern es liegen im 
wesentlichen hiirtere Sterinkrystallisate vor, die dunkelrot angefiirbt sind. 

Die analogen, aus 18 kg Fett bereiteten Produkte wurden vereinigt 
(17,1 g), in 250 cem Benzin (Siedep. 70—90°) gelést und zur Abtrennung der 
Polyenalkohole fiinfmal mit je 300 cem 90°/,igem Holzgeist ausgeschiittelt. 
Die beiden Schichten besaBen etwa die gleiche Farbkraft. Wir haben die 
vereinigten methylalkoholischen Extrakte einmal mit Benzin ausgezogen und 
schlieBlich alle Benzin- und andererseits Methanollésungen vereinigt. Aus 
dem Alkohol lieBen sich die ogg durch Wasser in Ather iiberfiihren 
und daraus nach erfolgtem Waschen, Trocknen und Verdampfen, in Benzin. 

Es resultierten also zwei Benzinlésungen, die, im Mikrocolorimeter mit 
Azobenzol verglichen®), die folgenden empirischen Farbstiirken besaben. 
Oberschicht: 39,4 mg ,,Carotin“, untere Phase: 20,7 mg ,,Xanthophyll 
(Lutein). Die Hauptmenge des Cholesterins befindet sich in der ersten 
Lésung. 

a) Verarbeitung der Polyen-kohlenwasserstoffe. Die auf 100 ccm 
gebrachte Lésung erstarrte beim Abkiihlen zu einem Klumpen von Chole- 


sterinkrystallen, die nach dem Absaugen und Waschen keinen Farbstoti 


zuriickhielten. Wir haben diese Operation mit der konzentrierten Mutter- 
lauge wiederholt (entfernt 3 g Sterin) und den 'Trockenriickstand (10,5 g) des 
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Filtrats bei —15° mit 100 ccm Benzin behandelt. 
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Der von }/, g Farblosem 
abfiltrierte Auszug lieB sich auf Calciumhydroxyd chromatographieren 


' Giule 20 x 4,5 em). 


Wiihrend des Nachwaschens erblickt man eine 15 em breite, violett- 
stichig-hellrote Zone (Lycopin) und darunter, deutlich abgegrenzt, eine 
gelbe (Carotine). Beide wanderten stetig nach unten und wurden, knapp 
bevor sie die Basis des Zylinders erreichten, einzeln mit methanolhaltigem 
Ather eluiert. 

Den gelben Farbstoff unterwarfen wir einer zweiten Aufteilung auf 
ijinlichem Wege und konnten noch eine Spur Lycopin sowie eine nicht 
krystallisierbare Komponente (Farbkraft = 2 mg ,,Carotin“, Schwerpunkte 
500, 469 wy in CS,) entfernen. In der untersten Hauptzone ergab eine dritte 
Chromatographie die Anwesenheit von (- und darunter von «-Carotin, die 
jeweils mit erheblichen Mengen des anderen Isomeren vermengt waren; 
3: colorimetrisch gemessen 6 mg, optische Schwerpunkte in CS, 517, 483 wu; 
«:1,5 mg, 510, 480 uu. 

Zur Isolierung eluierten wir die beiden Carotin-Scheiben gemeinsam, 
unter Verwerfung einer oben festgehaltenen, kleinen, hellgriingelben Schicht’). 
Man fiihrt nun das Carotin in Ather iiber, dampft ab (trocken 100 mg), list 


' in 1cem Benzol, versetzt mit 6—8 cem Methanol und (zur Vermeidung von 


Triibungen) mit 1—2 cem heiBem absolutem Alkohol. Uber Nacht schieden 


_ sich im Eisschrank glinzende Blittchen des Carotins aus, noch mit etwas 
' Ol verunreinigt. Wir dekantierten die Mutterlauge und entfernten Begleit- 
 stoffe durch wiederholtes Behandeln mit je 2—3 cem warmem, schlieBlich 


mit kochendem Methanol. Ausbeute 2 mg; aus der Mutterlauge lieB sich 
noch etwas Carotin gewinnen und aus Benzol + Methanol umkrystallisieren. 

Typische Carotin-Krystalle, die man schon makroskopisch erkennt. Unter 
dem Mikroskop: lebhaft orangerote, charakteristisch zusammengewachsene 
Gebilde, oft von sechseckigem Habitus der Individuen. Der Mischschmelz- 
punkt mit einem Priparat pflanzlichen Ursprungs lag bei 180° (korr.). 
Optische Schwerpunkte in Schwefelkohlenstoff: 519,5, 484 uu, also dem fast 
reinen 8-Isomeren entsprechend; Grenzen der Binder recht schartf. 

1,468 mg Subst. (iiber P,O;, im Vakuum konstant): 4,804 mg CQ,, 
1,352 mg H,0. 

-. Ber. C 89,48 H 10,52 Gef. C 89,25 H 10,31. 

In der Mutterlauge hat sich das a-Carotin merklich angereichert; die 
Maxima des verwaschenen Spektrums: 513 und 484 wu in C§,. 

Zur Isolierung des Lycopins diente die oben erwiihnte, rote Zone des 
ersten Chromatogrammes (Farbkraft = 4,4 mg Tomaten-lycopin). Nach dem 
Eluieren mit methanolhaltigem Ather und Oberfihrung i in Benzin, wurde eine 
weitere Adsorptionsanalyse vorgenommen und zwar auf Caleiumhydroxyd. 
Der Gehalt an Fremdstoffen fiel dadurch von 3,4 auf 1,1 g. Das Eluat der 
Hauptzone enthielt 2—-3 mg Lycopin: 546,5, 504, 475 uu in CS,. Aus dem 
Trockenriickstand haben wir mit kochendem Petrolither Farbloses entfernt 
und den in 2 cem Schwefelkohlenstoff aufgenommenen Rest mit 8 cem ab- 
solutem Alkohol versetzt. 





*) In dieser Scheibe ist die, in unserer letzten Mitteilung erwihnte, aber 
noch nicht krystallisierte Carotinart enthalten, die bei geringen Konzen- 
trationen gut ausgepriigte optische Schwerpunkte besitzt (453,5 und 423 uu, CS,). 
18* 
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Im Eisschrank schied die Lisung in 2 Tagen nur Sterine ab. Der fest, 
Abdampfriickstand des Filtrates léste sich in einigen Tropfen CS, + Benzo} 
Nach Zusatz von 5 ccm Methanol erschien iiber Nacht, bei 0°, ein Gemisch 
von Sterin- und Lycopinkrystallen , welches aus CS, und absolutem Athy). 
alkohol umkrystallisiert, reines Lycopin lieferte. Ausboute zwischen 1), und 
img. Tiefrote, zu charakteristischen Rosetten gruppierte SpieBe bzw. lange 
diinne, rote Prismen, welche alle Merkmale des Lycopins besitzen. Miseh. 
schmelzpunkt mit Tomaten-lycopin 173—174° (korr., Olbad). Das schin: 
Spektrum zeigt in CS, 3 Schwerpunkte, niimlich bei 548, 507,5 und 477 wy, 
Dieselbe Loésung hinterlieB auf Filtrierpapier einen rosenroten Fleck. 

b) Die Verarbeitung des sauerstoffhaltigen Pigmentanteiles ,:; 
nur fliichtig beschrieben. Die Benzinlésung (Trockengehalt 4,3 g) haben wi: 
aut Calciumhydroxyd chromatographiert. Dabei werden die Farbstoffe nu 
unvollkommen festgehalten und sie dringen stetig nach unten vor. Immerhiy 
lieB sich eine zufriedenstellende Scheidung in einen oberen, breiten, roten 
und einen tieferliegenden, gelben Siiulenteil erzielen. Trockenriickstinde der 
Eluate je 1,5 g. Weitere, auf Ca(OH), sowie auf hochdispersem CaCO, oder 
Al,O, aus Benzin bzw. Schwefelkohlenstoff vorgenommene, éfters wieder. 
holte Aufteilungen fiihrten nicht zum Ziel. Colorimetrisch wurden 3 mg 
Capsanthin®), ferner 10 mg Lutein (Xanthophyl]) ermittelt; die Extink- 
tionsmaxima lagen bei 544, 503 bzw. bei 506, 474 uu (CS,). HCl-Reaktion 
nur fiir die Capsanthinfraktion positiv. Zugesetztes Capsanthin bzw. Lutein 
laiBt sich chromatographisch nicht abtrennen, was gleichfalls eine Art Iden. 
tifizierung bedeutet. 


Fiir die freundliche Uberlassung von Fett sind wir den 
Herren Kollegen B. v. Entz, J. Balo, V. Faber, F. Gerlei, 
D. Gérég, A. v. Petz, K. vy. Wolff, P. Zacher, O. Zalka sowie 
Friiulein Dr. A. Gail zu bestem Danke verpflichtet. 

Besonders danken wir auch Hrn. Dr. H. H. Escher (Ziirich, 
der uns vor lingerer Zeit auf das Problem des tierischen Lipo- 
chroms aufmerksam gemacht hat. 


*) Zur Colorimetrie von Capsanthin dient zweckmiibig die von R. Kuhn 
und H. Brockmann’) fiir Lycopin beniitzte Standardlésung (145 mg Azo- 
benzol in 100 cem 96°/,igem Alkohol) und zwar bei einer Schichtdicke von 
10 bis 15 mm. Die Farbgleichheit zeigt 0,0116 mg Capsanthin in 1 ccm 
Benzin an. 
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Uber die Zucker assimilierenden Blatter. 
Von 
W. L. Kretowitsch. 


(Aus dem Laboratorium fiir Eiwei®forschung der Lenin-Akademic Moskau.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Dezember 1934.) 


Im Problem der primiren Produkte der Kohlensiiureassimilation sind 


‘es vor allem zwei Fragen, denen gegenwiirtig eine besondere Bedeutung 
' mkommt: das Verhiltnis der Monosaccharide zu Rohrzucker, und das Ver- 
' jiiltnis zwischen rechts- und linksdrehenden Zuckern. Durch eine Reihe 
| experimenteller Arbeiten wurde in griinen Blittern das betriichtliche Uber- 
' wiegen der Kohlenhydrate des Rohrzuckertypus iiber die Monosaccharide 


festgestellt; daraufhin wurde die Vermutung ausgesprochen, daf als primiires, 
bei der _Kondensierung des Formaldehyds entstandenes Kohlenhydrat der 


' Rohrzucker anzusehen sei. Indessen entbehrt diese Voraussetzung vom rein 
chemischen Standpunkt aus jeder Begriindung, denn die unmittelbare Syn- 
these von Rohrzucker aus Formaldehyd ist wenig wahrscheinlich. AuBer- 


dem weisen die neuesten experimentellen Arbeiten mit Deutlichkeit darauf 


| hin, daB bei der Photosynthese zuerst die Hexosen entstehen, aus denen 

spiter die in den Pflanzen verbreitetste transportable Form der Kohlen- 
hydrate — der Rohrzucker — gebildet wird. Die bedeutendsten unter diesen 
' Arbeiten sind die von Dixon u. Mason'), Weewers’) und Barton- 
Wright u. Pratt’). 


Nehmen wir an, da die Hexosen diejenigen Zuckerarten 


'sind, die sich in primiérer Synthese bei der Assimilation von 
_ Kohlensaure bilden, so fragt sich, in welcher Form sie dabei aller 
Wahrscheinlichkeit nach entstehen, in Gestalt von Aldosen oder 


von Ketosen, oder wenn die Monosaccharide in der Ptlanze fast aus- 
schlieBlich als Glykose oder Fructose vertreten sind, welche dieser 
Zuckerarten sich eher in den assimilierenden Geweben des Blattes 


| bildet. Gewisse Anhaltspunkte kann uns in dieser Hinsicht das 
in aktiv assimilierenden Blittern bestehende Verhiltnis zwischen 


rechts- und linksdrehenden Zuckern geben. 


Diese Beziehungen sind verhiltnismifig wenig erforscht. Als erste 


schenkten Brown u. Morris‘) der Frage eingehendere Beachtung. Durch 
_ polarimetrische Messungen stellten sie in den Blittern von ‘l'ropaeolum 


') Nature (Lond.) 97, 160 (1916). 2) Proce. Kon. Ak. Wet. 27, 1 (1924). 
*) Biochemic. J. 24, 1217 (1930). *) J. chem. Soc. Lond. 63, 604 (1893). 
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majus das Uberwiegen der Fructose iiber die Glykose fest. Auch W. Gast: 
konnte in den Blittern der von ihm untersuchten Pflanzen (mit Ausnahny, 
der Blitter von Musa ensete) vorwiegend Fructose nachweisen. Abhnlich 
Verhiiltnisse fanden A. Augem®’) in den Blittern von Iris foetidissima 
I. Parkin’) in Galanthus nivalis und A. Kiesel u. W. Kretowitsch®) jy 
Roggenblittern. Die Resultate sind in Tabelle I angefihrt. 


Tabelle L. 





nna 


°/, berechnet 
Pflanze er auf Trockensubstanz 
Glykose | Fructose 


Tropaeolum majus L... . H. T. Brown 








u. S. H. Morris 0,319 | 3,62 

desgl. pal dieselben 0,81 | 4,78 

desgl. <4 W. Gast 0,48 | 8,28 

Cucurbita ficifolia Beh. . . derselbe 0,00 0,85 

Canna iridiflora K. u. Pay. derselbe 0,00 0,30 

Vitis vinifera L....... derselbe 1,01 1,66 

Musa ensete L. ...... derselbe 2,62 2,43 
Secale Cereale L. ..... A. Kiesel 

u. W. Kretowitseh 1,07 1,79 


Aus obigen Ergebnissen gewinnt man den Eindruck, daf in den asi. 
milierenden Blittern die Fructose im Vergleich zur Glykose iiberwiegt. 

Andererseits ergaben Arbeiten von H. Kylin®) ein recht verschiedenes 
Verhiiltnis zwischen rechts- und linksdrehenden Substanzen in assimilierende 
Blittern. In einigen Blittern, wie z. B. Tulipa silvestris und Alliun 
victoriale fand K. wesentlich mehr Glykose als Fructose. Indessen dar 
nicht iibersehen werden, daB H. Kylin mit Blittern arbeitete, die zwischen 
1 und 2 Uhr nachmittags gesammelt waren, d.h. zu einer Zeit, wo sich it 
ihnen schon eine bedeutende Menge von Assimilaten angesammelt hatt 
und daher méglicherweise betriichtliche sekundire Umwandlungen voi 
Kohlenhydraten erfolgt waren. 


In vorliegender Arbeit haben wir uns die Aufgabe gestell 
das Verhaltnis zwischen den physiologisch beweglichen Kohlen 
hydraten zu untersuchen, insbesondere die Beziehungen zwischet 
den in den Blittern einiger Pflanzenarten enthaltenen recht: 
und linksdrehenden Zuckern klarzulegen. Die Bestimmung de 
primar entstandenen Assimilate nahmen wir nicht spiiter al 
9—10 Uhr morgens vor, da zu einer spiteren Tageszeit bereit 
die sekundiren Umwandlungsprozesse der Zucker einsetzen, wi 
aus den Arbeiten von Barton-Wright und Pratt zu ersehen 1s. 





) Diese Z. 99, 1 (1917). *) Rev. gén. Bot. 40, 474, 537, 591 (1928 
*) Biochemie. J. 6, 1 (1911). 

*) Arbeiten des Instituts fiir Getreideferschung 13. 
°) Diese Z. 101, 77 (1918). 





bes 
unt 
ace 
Me 
Be 
vol. 


Sc. 


ves 
kry 
sch 
vou 
W ¢ 
Ve 
sat 


wir 
suc 
ste 
Pfél 
ste 


in 

Chi 
(x1y 
vic! 


der 
unc 
hin 
hil 
ste! 
triv 
ga) 
Ch: 


nie 








x ast! 
nahme 
inliche 
Issima, 
hy in 


en 


t 
stanz 


ctose 


62 
18 
528 
85 
30 
66 
43 


69 


1 Assi: 
a 
2dene 
ende 
A lium 
a dar 
ischen 
ich in 
hatt 


1 VO 


stellt 
hlen 
scher 
chts 
r del 
r al 
arelt 

Wi 





Uber die Zucker assimilierenden Blatter. 2967 


Das Verhialtnis von Glykose zu Fructose wurde polarimetrisch 
bestimmt, da bei Extrahierung des Materials mit 82°/,igem Alkohol 
und darauffolgender Reinigung der erhaltenen Lésung mit Blei- 
acetat diese Methode zuverliissiger ist, als die jodometrische 
Methode der getrennten Bestimmung der Aldosen und Ketosen. 
Bei der Bearbeitung pflanzlichen Materials erhilt man damit 
villig unbrauchbare Werte [vgl. Barton-Wright und Pratt, 
Schlubach und Flérsheim’)}. 

Junge Blitter, die an sonnigen Maitagen um 10 Uhr morgens 
cesammelt waren, enthielten bedeutend mehr Monosaccharide als 
krystallinische Fructoside, welche zum gréSten Teil oder aus- 
schlieBlich aus Rohrzucker bestehen diirften. Im Verein mit den 
von Barton-Wright und Pratt, Dixon und Mason und 
Weewers gewonnenen Ergebnissen bestiitigt dieser Versuch die 
Vermutung, daB als primiire Produkte der Formaldehydkonden- 
sation die Monosaccharide anzusehen seien. 

Was nun das Verhiltnis Glykose : Fructose betrifft, so konnten 
wir aus der optischen Drehung unserer Lisungen in den unter- 
suchten Blittern ein bedeutendes Uberwiegen der Fructose fest- 
stellen. Wir sind daher berechtigt anzunehmen, daf in vielen 
Pflanzen die Formaldehydkondensation hauptsiichlich zur Ent- 
stehung von Fructose, nicht aber zur Glykosebildung fihrt. 

Offenbar hat der Kohlenhydratstoffwechsel der griinen Blitter 
in verschiedenen Pflanzen einen mehr oder weniger spezifischen 
Charakter. Wihrend beim Stoffwechsel einiger Pflanzen die 
Glykose vorherrscht (H. Kylin:: Tulipa silvestris und Allium 
victoriale), iiberwiegt bei anderen die Fructosebildung. 

Wahrscheinlich besteht im Parenchym der blitter und in 
deren Nerven ein ganz verschiedenes Verhiltnis zwischen Glykose 
und Fructose. Darauf weisen H. Schréder und F. Hermann 
hin, die in verschiedenen Teilen der Blattstiele wechselnde Ver- 
hiltnisse?) der beiden Zuckerarten beobachteten. Dieser Befund 
steht nicht in Widerspruch mit dem von uns nachgewiesenen be- 
triichtlichen Uberwiegen der Fructose in den von uns untersuchten 
ganzen Blattern und unserer Ansicht von dem_ spezifischen 
Charakter des Kohlenhydratstoffwechsels in Pflanzen. 

Als Beispiel eines solchen spezifischen Stoffwechsels bei 
niederen Pflanzen kann die Hefe dienen: bekanntlich vergirt bei 


1) Diese Z. 198, 153 (1931). 
*) Planta (Berl.) 22, 468 (1934). 
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5 ES ° 
Sf 2G.i| 2 4, 
™ @ SH oS 2 Da 3 
a & sod 2 se 
318 sy ® :0 0 ‘S ‘N 3 a4 ro) 4 
Blatter 2 t°C z BS S 2 8 
s & r oj 
3 ~ 2 ™ 3 
- = L 
SN 
§ 5 g 
Betula alba 55 25,5 | 0,8663 0,0428 0,0 
Tilia europaea . 50 20,0 | 0,0900 0,1816 0,0 
Populus sp. ps 50 20,0 |} 0,2300 0,1477 0,0337 
Convallaria majalis . 50 20,0 | 0,1925 0,1407 0,037) 
Aspidium Filix mas. 40 16,0 | 0,0554 0,0477 0,0 
Dahlia variabilis . 60 16,0 | 0,1680 0,1436 0,0452 | 








*) Linge des Réhrehey 


Zusatz von Bierhefe Glykose schneller als Fructose, wiihrend die 
 oauterne*-Hefe eine schnellere Vergiirung von Fructose bewirkt}). 

In bezug auf die héheren Pflanzen ist ein Versuch von 
Voéchting’) sehr interessant, der nachgewiesen hat, dab beim 
Pfropfen von Helianthus Tuberosus, d. h. einer Pflanze mit Fruc- 
tosestofiwechsel, auf Helianthus annuus, der zu den Pflanzen mit 
Glykosestoftwechsel gehért, das gesamte im Pfropfreis gebildete 
und angesammelte Inulin beim Uberstrémen in die Unterlage 
restlos in Stiirke umgewandelt wird °). 


Versuche. 


Junge Blitter von Betula alba, Populus sp., Convallaria majalis, 
Aspidium Filix mas und Tilia Europaea wurden 10 Uhr morgens an 
sonnigen Tagen in der ersten Hilfte des Mai 1934 gesammelt. Die Blitter 
von Dahlia variabilis wurden am 20. September 1934 an einem sonnigen 
Morgen eingesammelt. Das gesammelte Material wurde an Ort und Stelle 
in 96°%/, igen Athylalkohol (der eine Spur CaCO, enthielt) getan und so 
auf bewahrt. 

Fiir die Analyse wurde das Material bei 60—65° mit 82°/, igem Athy]- 
alkohol 2 mal extrahiert, hierauf bei 35—40° getrocknet und wieder 2 mal 
mit 82°), igem Alkohol extrahiert. Die Alkoholausziige wurden bei 37—40° 
im Vakuum verdampft und der zuriickgebliebene dicke Sirup mehrfach mit 
Petrolither extrahiert. Von den einzelnen Alkoholausziigen wurden Proben 


*) Zitiert nach Fischer, Beitriige zur Biologie der Pflanzen 8, 53 (1898). 


') A. Harden, Alcoholic Fermentation 1932. 
°) Vel. also H. H. Schlubach, Naturw. 20, 273 (1932). 
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dm 

K én °/) berechnet auf absolute 

OS 35" 5} s | o Trockensubstanz 

e8.,i]8 & $$ = o@|o 
> by, a) = mde z on Ss £ | og | “p as g iS 
ws |Eaesci|seFises!' B | SE | 8 | BBS 
mn hae -T) £s4| ¢ 4 | £ [Bo 
a Ps O10 > | mM = 8 S| oO 3 | a > 

esos an) as | = Be | @ 

24 18 ao | H an | 6 

A pe | Ue mA | = 

| | | | 

-0.21 | —0,39 | —52,19 643 | 0,76 | 0,0 | 0,24 0,33 
0,0 — 0,29 — 51,80 158 | 8,17 | 0,0 | 0,26 0,37 
-0,08 | —0,23 | —29,79 4,81 | 38,09 0,71 0,15 0,73 
-0,11 | —0,475 | —69,73 7,20 | 526 0,14 0,46 0,17 
00 | -01 | —41,51 2,60 2,24 0,0 0,0 0,54 
— 0,40 —0,23*) | — 86,52 2,02 1,72 0,54 0,20 0,03 














des Polarimeters = 0,5 din. 


entnommen zur Bestimmung der aufgelésten Trockensubstanz und bei der 
Berechnung des prozentualen Zuckergehalts jeweils die entsprechende 
Korrektur vorgenommen. 

Nach der Extraktion mit Petrolither wurde der Rest in Wasser auf- 
gelést. Die mit neutralem essigsaurem Blei und schwefelsaurem Natrium 
gereinigte Losung wurde auf ein bestimmtes Volumen gebracht und diente 
zur Bestimmung der Zucker und der optischen Drehung. 

An jedem Material wurden 3 Zuckerbestimmungen nach der Ber- 
trandschen Methode vorgenommen, und zwar wurden bestimmt: 1. die 
unmittelbar reduzierenden Zucker, 2. die mit 2°/, iger HCl im Laufe von 
5 Minuten bei 70° hydrolysierten Zucker und 3. die nach 24 stiindiger 
Hydrolyse mit 1°/,iger HCl bei 70° hydrolysierten Zucker. 

Die erste Bestimmung ergab die Menge der Monosaccharide. Die zweite 
ergab —- nach Abzug der ohne Hydrolyse bestimmten Zuckermenge und 
Multiplikation der Differenz mit dem Koeffizienten 0,95 — den Fructosid- 
gehalt. Die dritte zeigte — nach Abzug der nach 5 Minuten langer Hydrolyse 
bestimmten Zuckermenge und Multiplikation der Differenz mit dem Koef- 
fizienten 0,95 den Gehalt an ,,schwer hydrolysierbaren“ Zuckern. 

Die optische Drehung wurde unmittelbar und nach 5 minutenlanger 
Hydrolyse bestimmt. 

Aus der optischen Drehung nach der Hydrolyse wurde die entsprechende 
spezifische Drehung des Zuckergemisches berechnet und nach der Formel 
@ — [a] + 101 — 0,56¢ 
FU 52 = [a] 
lysat bestimmt. 

Das nach der Alkoholextrahierung zuriickgebliebene Material wurde 
4mal mit Wasser bei 40° extrahiert. Der Wasserauszug diente, nach Be- 


das Verhiiltnis von Glykose zu Fructose im Hydro- 


handlung mit neutralem essigsaurem Blei und schwefelsaurem Natrium, zur 
Bestimmung der wasserléslichen Polysaccharide (,,Dextrine“). Den Gehalt 
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an Polysacchariden errechnet man aus der — nach 3 stiindiger Hydrolyse 
mit 2°/, iger HCl im siedenden Wasserbad — ermittelten Zuckermenge durch 
Multiplikation mit dem Koeffizienten 0,9. 
Auch im Wasserauszug bestimmten wir die optische Drehung un 
mittelbar und nach 5 Minuten langer Hydrolyse mit 2°/, iger HCl. 
Dadurch sollte festgestellt werden, ob etwa in Alkohol unldésliche 
Fructoside in den untersuchten Blittern zuriickgeblieben seien. Es waren 


keine solehen vorhanden. 
Die gewonnenen Ergebnisse sind in Tab. II dargelegt. 


Zusammenfassung. 


Ks wurden die Zucker und die wasserléslichen, durch essig- 
saures Blei nicht fillbaren Kohlenhydrate aktiv assimilierender 
Blitter untersucht, die an sonnigen T'agen um 10 Uhr morgens 
gesammelt waren. 

Festgestellt wurde das Uberwiegen unmittelbar reduzierender 
Zucker iiber die krystallinischen Polysaccharide, insbesondere iiber 
die krystallinischen Fructoside. In den Blittern der untersuchten 
Pflanzen Betula alba, Tilia europaea, Populus sp., Convallaria 
majalis, Aspidium Filix mas, Dahlia variabilis iiberwiegt die Fruc- 
tose im Verhiltnis zur Glykose. 

In den untersuchten Bliittern wurden geringe Mengen schwer 
hydrolysierbarer Zucker und Kohlenhydrate ermittelt, die durch 
essigsaures Blei nicht gefallt werden, sich in 82°/, igem Alkohol 
nicht lésen, jedoch in Wasser léslich sind. 


Zum SchluB méchte ich Prof. A. R. Kiesel meinen Dank 
aussprechen fiir das Interesse, das er vorliegender Arbeit ent- 
gegengebracht hat. 


Berichtigung 


zur Arbeit E. Lehnartz: Uber die Kinwirkung von Fluorid 
auf die intermediairen Vorgiinge bei der Glykolyse in der Hefe. 
Diese Z. Bd. 280, 8. 90 (1934). 


Auf §.95 war iiber die Isolierung von phosphoglycerinsaurem Barium aus 
fluoridvergifteter Hefe auf einen in den Analysen von Neuberg u. Kobel 
(Biochem. Z. 263, 219 (1933)] enthaltenen Rechenfehler hingewiesen worden. 
Es ist mir entgangen, daB dieser Fehler von den genannten Autoren bereits 
selbst an einer anderen Stelle [Z. angew. Chem. 46, 711 (1933)] richtig- 
gestellt war. 
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Uber die enzymatische Rohrzuckersynthese. 
Von 


A. Lebedew und A. Dikanowa. 


(Aus dem Kohlenhydratlaboratorium des 
wissenschaftlichen Forschungsinstituts fiir Nahrungsmittelchemie zu Moskau.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Dezember 1934.) 


Im Jahre 1931 haben Oparin und Kurssanow eine Arbeit 


@erdtfentlicht') in welcher sie behaupteten, dab es ihnen gelungen 
@ei, die enzymatische Rohrzuckersynthese in vitro nachzuweisen. 
Bscim Lesen dieser Arbeit schienen uns manche Stellen zweifelhaft 
Wu sein, um so mehr, als die Autoren weder den Rohrzucker aus 


iem Reaktionsgemisch isoliert (obgleich diese Aufgabe, entgegen 
ler Behauptung von Autoren, nicht so schwer ausfihrbar ist), noch 


Biie von ihnen vermutete intermediire Livulosephosphatbildung 


sachgewiesen haben. Angesichts der Wichtigkeit des Problems haben 


Gvir die Arbeit der Nachpriifung unterzogen, wobei wir méglichst 
fvenau die angewandte Methodik befolgten. Die ersten diesbeziig- 


ichen Versuche haben wir schon im Jahre 1932 angestellt. Einige 
Javon méchten wir hier anfiihren. In der Tabelle ist die Menge 
ron Invertzucker auf 1 ccm Versuchsfliissigkeit vor und nach der 


Winversion angegeben. 


Versuch am 29. V. vor der Inversion 415 mg, nach der Inversion 415 


go ew , en « »~ se 
va... « eo GE, ae ag ~~ ee 

ee « 4 —— ae — 

ss — ae ——— vee » 408 
. » SAVE « « 8) , 898 
va. « eae. « « » 889 


SchlieBlich wurden die Kolben aus dem Thermostaten heraus- 


genommen und bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach zwei 
Jahren wurde der Invertzucker vor und nach der Inversion wieder 
bestimmt. Man hat entsprechend 401 und 392 mg vor der Inversion, 


ey 





1) Biochem Z. 239, 1 (1981). 
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400 und 395 mg nach der Inversion erhalten. Die Konzentrations. 
erhéhung nach zwei Jahren wurde offensichtlich durch eine Vey. 
dunstung herbeigefiihrt, obwohl die Kolben mit Korkpfropfen 2,. 
gestopft wurden. 

Im Jahre 1934 haben wir zwei neue parallele Versuche 


angestellt. 
Versuch 1 am 8.V. vor der Inversion 424 mg, nach der Inversion 49; 
” 9 99 LT. V. ” ” ” 409 ,, ” ” ” 4()' 
» 9 5 VI. ” ” ” 405, ” ” ” 13 

? > 

” ” 7. VIL. ” ” ” 416 ”? ” ”? ” 416 
Versuch 2 am 8.V. ,,,, ss 424 .,, ‘a - ™ 424 
” 3 99 LT. V. ” ” ” 418 _,, ” ” ” 413 
Pry +9 ” 5. Vi. 9 9 9 405 9 9 39 39 417 
” ”» 9 7. VII. ” ” ” 406 ,, ” ” ” 416 


Alle Zuckerbestimmungen wurden nach Schoorl und Regenbogey 
ausgefiihrt®), Wir haben auch die Drehungswinkel bestimmt, nun sind aber 
diese Bestimmungen nicht so zuverlissig, da die Lésungen beim lingeren 
Stehenbleiben sich immer dunkler firbten, so daB die Ablesungen nicht 
geniigend scharf waren. Aus diesem Grunde, um Platz zu sparen, geben 
wir sie hier nicht wieder. 

Aus den oben angefiihrten Zahlen der Invertzuckerbestin- 
mungen vor und nach der Inversion sehen wir deutlich, daB die 
Differenzen in Grenzen des Versuchsfehlers liegen, so daB von 
Rohrzuckersynthese kaum die Rede sein kann. Man sieht also, 
daB die Yersuche von O. und K. sich nicht wiederholen lassen, 
obwohl die Aktivitit der von uns angewandten Invertaselisung, 
nach Willstaitter und Racke bestimmt, sehr groB war’). Ks ist 
also nétig, daB die Versuche der Autoren, bevor man die enzy- 
matische Rohrzuckersynthese als endgiiltig bewiesen betrachtet, 
auch von anderen Forschern sorgfiltig nachgepriift werden. 


*) Z. anal. Chem. 56, 191 (1917); A. Lebedew und Mitarbeiter: ,,Uber 
die Bestimmung von Invertzucker in Gegenwart von Saccharose“ (russisch. 
Schriften des gentral. wissenschaftl. Forschungsinstituts fiir Nahrungsmittel- 
industrie 4, 83 (1988). 

*) Die Autoren machen keine Angaben fiir die Aktivitiét ihrer Invertase- 
lésung, so daB kein Vergleich méglich ist. 
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Untersuchungen iiber die Nucleinsaéuren der Pankreasdriise. 
I. Mitteilung: Die Thymonucleinsaure. 


Von 


H. Steudel. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9). Januar 1935.) 


Zieht man frische Pankreasdriisen vom Rinde mit heibem 


| Wasser aus, so erhalt man eine Lisung, die auf Zusatz von 
| Essigsiiure und Alkohol in reichlichen Mengen das bekannte 
'Hammarstensche Nucleoproteid ausfallen liBt. Verarbeitet man 
‘nun die Riickstiinde der Wasserextraktion weiter nach dem Ver- 
‘fahren von Neumann, so kommt man zu einer Nucleinsiure, 


deren genaue Zusammensetzung bisher immer noch nicht fest- 
vestellt worden ist. In meiner ersten Mitteilung’) iiber diese 


Beobachtungen hatte ich schon kurz erwihnt, daB nach dem 


ganzen Verhalten der Substanz es sich um ‘l’hymonucleinsiure 


'handeln miisse. Die spateren Untersucher der Nucleinsiuren der 


Pankreasdriise haben aber den von mir zuerst eingeschlagenen 
Weg nicht weiter verfolgt, sondern haben sich bemiiht, auf andere 
Weise Nucleinsiiuren aus der Driise zu isolieren, mit dem Erfolg, 


'daB jeder Untersucher sich ein besonderes Bild von der gerade 


von ihm isolierten Substanz gemacht hat. 

Ich habe also noch einmal eine gréBere Menge dieser schon 
wit heiBem Wasser extrahierten Pankreasriickstiinde nach der 
Methode von Neumann verarbeitet. Da ich mittlerweile ge- 
tunden2) hatte, daB die Hefenucleinsiiure gegen Alkali unbestiindig 
ist, so muBten etwaige Siuren aus dieser Klasse bei dieser Be- 
handlung gespalten werden und konnten kaum in die endliche 
illung eingehen., Der mit Alkohol erhaltene Niederschlag wurde 
noch 2mal in Wasser gelést und wieder mit Alkohol gefillt. 
Zum SchluB wurde ein weif®es staubendes Pulver erhalten. 


') Diese Z. 53, 543 (1907). 
*) Diese Z. 114, 201 (1921); 120, 294 (1922). 
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Drei verschiedene Darstellungen lieferten Priparate, die sic) 
analytisch wenig voneinander unterschieden. 

Priparat I ergab lufttrocken 6,71, 6,74°/, P, 12,42, 12,55°/, N 

~ we « ” 7,68, 7,019, P, 12,78, 12,83°/, N 
, = , 1 6,69, 6,759/, P, 11,52, 11,599, N. 

Das Verhaltnis P:N ist fiir I 1:1,86, fir ID 1:1,78 uy 
fir IT 1:1,72. 

Berechnet ist fiir Thymonucleinsiiure P:N = 1: 1,70. 

Die wiBrige, etwa 5°/,ige, in der Wirme bereitete Lisung 
gelatinierte ebenso wie die des thymonucleinsauren Natriums aus 
Kalbsthymus. 

A. In dieser Substanz wurden nach meiner?) Methode die 
Nucleinbasen bestimmt. 2mal je 50 ¢ des Priiparates I wurden 
mit 100 ccm Salpetersiure vom spezifischen Gewicht 1,20  iiber. 
gossen, gut verriihrt und das eine Mal nach 3 Tagen, das ander 
Mal nach 8 Tagen weiter verarbeitet. Ks wurden aus dem ersten 
Versuch 11 g Nitrate erhalten, davon nach der Aufarbeitung 4¢ 
reines Guanin als freie Base und 4,1 g Adeninpikrat. Aus den 
Filtrat der Nitrate wurden noch 1,4 g Adeninpikrat und 1,6 ¢ 
Hypoxanthinpikrat mit der Silberfiillung isoliert. Im zweiten Ver- 
such wurden nach der Aufarbeitung 3,8 g Guanin und 1,4 g Adenin- 
pikrat erhalten. Die Silberfillung lieferte noch 1,8 g Adenin- 
pikrat und 1,1g Hypoxanthinpikrat. Bei der zweiten Spaltung 
war also durch das laingere Stehen in der Salpetersiiure (8 Tage| 
schon ein erheblicher Teil des Adenins weiter veriindert worden, 
so dai der Versuch nicht mitverwertet werden konnte. Das Guanin 
ist gegen die Salpetersiurewirkung offenbar resistenter, da in den 
beiden Versuchen etwa die gleiche Menge erhalten wurde. Mar 
wird also nicht die ganze Menge des theoretisch verlangten Adenins 
bei der Endaufrechnung erwarten diirfen. Rechnet man das 
Adeninpikrat auf Adenin um und addiert dazu das Hypoxanthin 
aus dem Hypoxanthinpikrat als Adenin (denn das ist es primiir 
gewesen, es ist nur durch die Salpetersiiure desaminiert worden, 
so erhilt man als Ausbeute 4 ¢ Guanin mit 1,854 ¢ N und 
2,633 g Adenin mit 1,367 g N, zusammen 3,221 g N. Da die : 
Arbeit genommene Substanz 12 48 °/, N enthielt, also 6,24 g 
in dem zur Untersuchung gekommenen Material urepriinglich vor: 
handen gewesen sind, so miissen in dem noch verbleibenden Rest 
noch 3,02 g N sein. Dieser Rest li8t sich mit Hilfe der Salpeter- 


') Diese Z. 48, 426 (1906). 
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‘giurespaltung nicht gut aufteilen; es ist dazu erforderlich, dab 
‘man die viel umstindlichere Schwefelsiiurespaltung zu Hilfe nimmt. 
Sie hat gegeniiber der Salpetersiiurespaltung freilich manche Nach- 


ile; es bilden sich wihrend des langen Kochens (14 Stunden) 


yeichlich Huminstoffe, die Entfernung der Schwefelsiiure mit Baryt 
‘jst mit groBen Verlusten verbunden und die Silberfillungen sind 
'yeitliufig und gleichfalls mit Verlusten verkniipft. So ist es ver- 
'stindlich, daB die Ausbeuten an Nucleinbasen und an Cytosin 
‘yeit hinter denen zuriickstehen, die man mit der Salpetersiiure- 


uethode erhilt. Ein groBer Teil der Basen ist zerstért worden, 


ein anderer Teil ist selbst durch hiiufig wiederholtes Auskochen 
‘nicht aus den Barytniederschligen herauszubekommen. Auch 


lie Zahlen fiir Cytosin, das gegen siedende Schwefelsiiure emp- 
indlich ist, bleiben betriichtlich hinter den theoretisch verlangten 
juriick. Kin Teil des Cytosins wird bei dieser Spaltungsmethode 


‘immer in Uracil durch Desaminierung verwandelt; es ist aber 


hier nicht versucht worden, das Uracil quantitativ zu bestimmen. 

B. Es wurden 78 g eines Mischpriparates aus Nr. If und III 
nit im ganzen 9,24 g N mit 480 ccm Wasser und 240 g konzen- 
trierter Schwefelsiiure 14 Stunden lang am RiicktluBkiihler gekocht. 
Dann wurde die Schwefelsiiure und Phosphorsiure mit Baryt 
entfernt, filtriert, der iiberschiissige Baryt mit einem geringen 
UberschuB von Schwefelsiiure ausgefillt, das Ammoniak abdestil- 
liert und die Niederschliige griindlich mit Wasser ausgekocht. 
Dabei war ein Verlust von 2,75 g N eingetreten, der gewohnheits- 
niifig als ,,Huminstickstofi* bezeichnet wird, der aber sicher auch 
Nucleinbasen in sich faBt. Das nunmehrige Filtrat mit eiem 
Gehalt von 6,49 g N wurde dem Silberbarytverfahren unterworfen, 
die Nucleinbasenfraktion nicht weiter untersucht, sondern nur 
das Thymin und das Cytosin (dieses als Pikrat) bestimmt. Ks 
wurden 3,8 g Thymin mit 22,20°/, N und 1,5 g Cytosinpikrat vom 
Schmelzp. 265° erhalten. Wenn man diese Ausbeuten auf 100 g 
Ausgangsmaterial bezieht und dabei beriicksichtigt, dab ein er- 
heblicher Teil der stickstoffhaltigen Korper als ,,Huminstickstofi* 
mu Verlust gegangen ist, so ergibt sich eine Ausbeute von 4,87 ¢ 
Thymin und 0,63 g Cytosin. 

C. Das Resultat der bisherigen Versuche kann man kurz 
Jarstellen, wenn man die Ausbeuten in Prozenten des Gesamt- 
stickstoffs denjenigen Werten gegeniiberstellt, die fiir die Spalt- 
stiicke der Thymonucleinsiure verlangt werden. Es ergibt sich 
dann folgendes: 
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Verlangt © Gefunden 
Fir Guanin-N . .. . . . 88,259, 30,75, 
» Adenin-N ..... . 88,82, 22,67°, 
» amymieN ..... . 18,80%, 13,01 °/, 
» Cytosin-N .... . . 20,00°, 2,86 °/,, 


Die Gegeniiberstellung zeigt trotz der besonders beim Cytosin.\ 
bestehenden groBen Differenz, dab die von mir aus den Riick. 
stiinden der Pankreasextraktion erhaltene Nucleinsiiure mit de 
Thymonucleinsiiure identisch ist. Die Verluste, die beim Adeniy 
und beim Cytosin eingetreten sind, sind geniigend durch di 
Spaltung und den langen Gang der Isolierung begriindet. 


D. Die Analyse der schwefelsauren Reaktionsfliissigkeit hatt, 
noch ein unerwartetes Resultat. Aus der Mutterlauge des Cytosin. 
pikrates wurde eine zweite Krystallisation eines Pikrates erhalten, 
das zuerst fiir einen Rest von Cytosinpikrat gehalten wurde. 
Allein der Schmelzpunkt (212°) lag so weit unter dem des Cytosin- 
pikrates, daB an eine Identitiit nicht gedacht werden konnte. Ak 
nun das Pikrat zum Umkrystallisicren in wenig Natronlauge gelis: 
wurde, entwickelte sich sofort eine intensiv rote Farbe, so dai 
eigentlich kein Zweifel mehr sein konnte, daB es sich um Krea- 
tinin handelte, zu dem ja auch der Schmelzpunkt stimmte. Un 
ganz sicher zu gehen, wurde noch aus dem Pikrat das Kreatinin- 
chlorzink hergestellt, das in den charakteristischen Nadelbiischeln 
krystallisierte. Die Ausbeute an Kreatininpikrat war freilich gering 
(0,5 g), sie lie’ aber doch den Gedanken aufkommen, daB das 
Kreatinin vielleicht am Aufbau des Molekiils dieser Pankreas- 
nucleinsiure beteiligt sein kénne, besonders mit Riicksicht aut 
die geringe Ausbeute an Cytosinpikrat, oder aber es hitte sicl 
das Kreatinin irgendwie durch Abbau von Nucleinkérpern bilden 
kénnen. Es konnte aber leicht nachgewiesen werden, daB keine 
von beiden MutmaBungen zutraf, sondern daB es sich um eine 
einfache Beimengung handelte. Denn als das zu dieser Untersuchung 
benutzte Ausgangspriparat noch einmal in heiBem Wasser gelist 
und dann mit Acetat und Alkohol wieder ausgefillt worden war. 
lieB sich auch hier im Filtrat eine deutliche Jaffesche Probe 
erzeugen. Das nucleinsaure Natrium hilt also hartnickig etwas 
Kreatinin fest, trotzdem es mehrmals aus Wasser mit Alkohol 
umgefillt worden war. Ich halte es fiir wichtig, gerade auf diesel 
Punkt hinzuweisen, weil es méglich ist, daB bei den modernen 
Mikroanalysen in der Muskelchemie die einfache Adsorption vou 
Kreatin oder Kreatinin an die Niederschlige, z.B. von Phosphaten 
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7u manchen Irrtiimern Veranlassung geben kann. DaB das Kreatin 


oder das Kreatinin nicht nur im Muskel vorkommt, sondern ein 


: Bestandteil aller Organe ist, ist schon lange bekannt — so habe 


ich friiher festgestellt, daB in reifen Fischtestikeln’) nicht zu 


' ibersehende Mengen von Kreatinin vorkommen. Uber die Rolle, 


die hier das Kreatinin spielt, ist im Gegensatz zu den Umsetzungen 


' im Muskel so gut wie gar nicht theoretisiert worden. 


E. In meinem Priparat von Pankreasnucleinsiure wurde 


' endlich die Lavulinsiure nach Conrad und Guthzeit bestimmt. 


In Ubereinstimmung mit meinen Analysen der Thymonuclein- 
siure?) aus Kalbsthymus wurde auch hier eine Ausbeute von 
15°/, (friiher 20°/,) gefunden, die etwa 42°/, Kohlenhydrat ent- 
sprechen wiirden. Verlangt sind etwa 50—52°/,. Die Pentosen- 
bestimmung nach Tollens, die insofern wichtig war, als sich 
ein gréBerer Gehalt an Pentose—Nucleinsiuren hier hatte bemerk- 
bar machen miissen, ergab keine gréBere Ausbeute als die der 
Thymonucleinsiure, die von mir gleichzeitig untersucht wurde. 
Ich habe schon friiher darauf hingewiesen, daB die Berechnung 
dieser zweifelhaften Phloroglucinniederschlige auf Pentosen will- 
kiirlich ist. 

Die Mikrobestimmung nach Hoffman’*) ergab iiberhaupt 
keine bestimmbare Menge an Furfurol. Diese Methode ist nicht 
so eingreifend wie die Methode von Tollens. Man mubB sich 
also sehr genau an die von Hoffman vorgeschriebenen Be- 
dingungen halten, wenn man z. B. die Unterschiede in den Fur- 
furolmengen erhalten will, die sich aus der t- und der h-Adenyl- 
siure abspalten lassen. Untersucht man diese beiden letzten 
einfachen Nucleinsiuren nach Tollens, so erhalt man gleiche 
Ausbeuten an Phloroglucid. 

Dem Ausfall der Pentosebestimmungen entsprechend waren 
auch die Farbenreaktionen, die meine Pankreasnucleinsiure gab. 
Die Schiffsche Reaktion mit fuchsinschwefliger Siure fiel bei 
der Pankreasnucleinsiure ebenso aus wie bei der Thymonuclein- 
siure. Nach P. Thomas‘) untersucht, lieferte die Thymonuclein- 
siure und die Pankreasnucleinsiure mit §-Naphthol den gleichen 
braunen Ring, wihrend das Pankreasproteid ebenso wie die Hefe- 
nucleinsiure sich damit blau farbten. Mit Tryptophanlésung 
ergaben die beiden Nucleinsiuren einen hellbraun-roten Ring, die 


1) Diese Z. 127, 9 (1923). 2) Diese Z. 56, 212 (1908). 
8) J. of biol. Chem. 73, 45 (1927). 4) Diese Z. 199, 10 (1931). 
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Hefenucleinséure und das Pankreasproteid dagegen einen griiney 
Ring. Mit der Thymonucleinsiure und der Pankreasnucleinsiiure 
erhielt man endlich eine griine Fichtenspahnreaktion, bei der 
Hefenucleinsiure und dem Pankreasproteid dagegen keine Farbung, 


Nach dem Ausfall der vorstehend geschilderten Versuche 
kann also kein Zweifel bestehen, daB man aus den Riickstiinden 
der Darstellung des Pankreasproteides zu einer Nucleinsiiure 
kommt, die sich in nichts von der Thymonucleinsiure unter- 
scheidet. Sie ist grundsitzlich verschieden von der Siure, die 
sich aus dem Proteid selbst gewinnen laBt. Von der Nuclein- 
siure der Thymusdriise steht sicher fest, daB sie ein Bestandteil 
der Zellkerne ist. ist doch unsere ganze Kenntnis von den Nuclein- 
siuren von der Untersuchung der Zellkerne ausgegangen! Statt 
aber die Zellkerne als solche zu isolieren und als Versuchsmaterial 
zu benutzen, hat man spiter die ganzen Organe auf Nucleinsiiuren 
verarbeitet. Dazu wurden die Thymusdriisen zuerst einer Be- 
handlung mit siedendem Wasser unterworfen; in diesen Wasser- 
extrakt geht nun keine Nucleinsiiure hinein. Bei der Pankreas- 
driise sind die Verhiltnisse verwickelter: hier wird durch heifes 
Wasser schon ein nucleinsiurehaltiges Proteid extrahiert. Die 
Nucleinsiure dieses wasserlislichen Proteides entspricht aber nicht 
derjenigen der Thymusdriise, erst bei der Aufarbeitung des in 
Wasser unléslichen Riickstandes erhilt man aus dem Pankreas, 
wie meine vorstehenden Untersuchungen zeigen, eine Thymo- 
nucleinsiiure, von der man wohl mit Recht annehmen kann, dab 
sie analog der Saiure aus der Thymusdriise auch ein Bestandteil 
der Zellkerne ist. Uber die physiologische Rolle des Hammarsten- 
schen Proteids und die seiner Nucleinsiure ist dagegen bisher 
nichts Sicheres bekannt. Eine eingehende Analyse dieser letzten 
Nucleinsiure soll in einer zweiten Mitteilung beschrieben werden. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke ich 
auch an dieser Stelle fiir die Unterstiitzung, die sie meiner Arbeit hat 
zuteil werden lassen. 
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Zur Frage des Steringehaltes von Bakterien. 
(Nachtrag : Untersuchungen an Colibazillen.) 


Von 


Eugen Hecht. 


gsinstitutes in Davos.) 


Abtig. des Schweizerischen Forschun 


(Aus der path.-anatom. 
Januar 1935.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. 


Der Beweis fir den Steringehalt von Bakterien der saure- 
festen Gruppe wurde an humanen und bovinen Tuberkelbazillen, 
an einem Stamm » BCG“ und an Timotheegrasbazillen erbracht?) und 
auch der Nachweis, daB die genannten Bakterien, die aut 
r Lockemannlisung gezichtet waren, zur Sterinsynthese 
Eine Ausdehnung dieser Untersuchungen auf Coli- 
lben Niahrboden gezichtet, wurde damals an- 
nunmehr auch in diesen Sterine einwand- 
hgewiesen werden. Ihre Extraktion war ebenso schwer 
surefesten Bakterien. Es waren weder mit Aceton, 
lather bei Zimmertemperatur Sterine extrahierbar, 
sondern erst mit Hilfe der anschlieBend ausgefihrten 8 stiindigen 
Petrolither-Hitzeextraktion. Aber auch unter diesen Bedingungen 
wurden sie nicht vollstandig herausgelést, e Untersuchung 


wie di 
hierauf hergestellter Chloroform Dieser Befund 


extrakte ergab. 
weist darauf hin, daB die Extraktionsverhiltnisse bei den Coli- 
bazillen in keinem hr oder weniger 


it emer me 
resistenten Bakterien 


damit 
sterinfreie 
pefihigt sind. 
pazillen, auf demse 
gekiindigt. Ks konnten 
frel mac 
wie bei den s 
noch mit Petro 


Fusammenhang m1 
hiille stehen. Ich mu nunmebr folgern, daf 
die positiven Sterinreaktionen des Aceto 


nextraktes humaner, au 
saponinhaltigem Nahrboden geziuchteter 
durch 


auf eine Schadigung der saurefesten 

genanntes Nihrmedium bedingte allgemeine Knderung chemischer 
Bindungsverhiltnisse gurickzufiihren sind. Dab H. v. Behring’) 
der Sterinnachweis in Colibazillen entging, liegt wohl an seem 
Aufarbeitungsschema, nach dem im Fall humaner Tuberkelbazillen 
ein Sterinnachweis gleichfalls miBlang ’). 


Tuberkelbazillen weniger 
Umhillung als auf eine 


1) Kugen Hecht, Diese Z. 931, 29 (1935). 


2) Diese Z. 192, 112 (1930). 
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980 E. Hecht, Zur Frage des Steringehaltes von Bakterien. 


Die Colibazillen*), die auf Lockemannlésung unter Zusatz yoy 
1°/, Traubenzucker geziichtet waren, wurden ohne vorherige Ap. 
tétung nach dem frither bereits angegebenen Schema?) untersucht. 

Die nach dem Bakterienwachstum abfiltrierte Nahbrfliissig- 
keit enthielt vor und nach AufschluB mit Natronlauge keine 
Sterine. 

Im Acetonextrakt nach 2A fehlten die Reaktionen nach 
Salkowski und Milbradt, wihrend die Burchard-Liebermanp. 
reaktion infolge Stérung keine Entscheidung zulieB. Mit Digitonin 
konnte nach Umlésen des Riickstandes in Alkohol eine Fallung 
erhalten werden. Damit angestellte Sterinreaktionen, auch nach 
Burchard-Liebermann, waren einwandfrei negativ. 

Auch im Acetonextrakt nach 2B, wie auch nach 2C — 
wobei eine petrolither- und chloroformlésliche Fraktion erhalten 
wurde —, fehlten die Reaktionen nach Salkowski und Milbradt, 
wihrend die Burchard-Liebermannreaktion durchweg gestért und 
wegen der griinlich gelben Farbe der Untersuchungslésungen nicht 
entscheidend war. 

Ganz analog war der Befund bei dem nach 3 maliger Aceton- 
extraktion in der Kilte gewonnenen Petrolaitherauszug. Mit 
Digitonin wurde in alkoholischer Lisung eine Fallung erhalten; 
die damit ausgefiihrten Sterinreaktionen waren eindeutig negativ. 
Nach 3 maliger Petrolitherextraktion bei Zimmertemperatur wurde 
wihrend 8 stiindigem Erhitzen am RiickfluB ein weiterer Petrol- 
itherauszug gewonnen, der, auch iiber die Digitoninfillung, ein- 
wandfrei positive und ungestérte Sterinreaktionen zeigte. 

Trotz des Fehlens einer im Gegensatz zu den siurefesten 
Bakterien besonders widerstandsfihigen Hille konnten in dem 
anschlieBend gewonnenen Chloroformextrakt gleichfalls noch 
Sterine nachgewiesen werden. Es sind fiir die Schwierigkeit einer 
quantitativen Sterinextraktion in diesem Fall wohl weniger die 
Zellwandstruktur, als vielmehr chemische Bindungsverhiltnisse der 
Sterine verantwortlich zu machen. 


*) Herrn Prof. Dr. R. Bieling, Behring-Werke, sei auch an dieser 
Stelle fiir die liebenswiirdige Uberlassung der Colibazillen herzlich gedankt. 
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